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Su s peita -s e qu e a  des n u tr içã o in t ra -u ter in a  e pós -n a ta l p rodu za m  
m u da n ça s  m orfológica s  e fu n cion a is  n o pâ n crea s  en dócr in o e em  tecidos  
per ifér icos , qu e s e t ra du zem  em  in s u lin open ia  e res is tên cia  à  in s u lin a . 
Ba s ea do n es s a s  com plica ções  a va liou -s e n es te t ra ba lh o a  regu la çã o da  
s ecreçã o de in s u lin a  em  ilh ota s  de La n gerh a n s  de ra tos  e ca m u n don gos  
s u bm etidos  à  res t r içã o p rotéica  e s u p lem en ta dos  com  leu cin a . A 
s u p lem en ta çã o com  leu cin a  n ã o m od ificou  h á b itos  a lim en ta res , in ges tã o 
h íd r ica  e o pes o corpóreo dos  a n im a is  em  es tu do, m a s  a lterou  pa râ m etros  
b ioqu ím icos  im por ta n tes  com o glicos e (G), á cidos  gra xos  (AGL) em  a n im a is  
des n u tr idos . A fos for ila çã o do recep tor  de in s u lin a  (IR) e de s eu  s u bs tra to 
(IRS-1 ) foi m od ifica da  em  fíga do e m ú s cu lo leva n do a  u m a  m elh or ia  n a  
h om eos ta s ia  glicêm ica  em  ra tos  des n u tr idos . O m eta bolis m o de glicos e em  
ilh ota s  de ra tos  con trole e des n u tr idos  teve redu çã o a pós  s u p lem en ta çã o. 
O poten cia l de m em bra n a  da s  célu la s  B foi res ta u ra do, o m ovim en to de 
cá lcio citop la s m á t ico e a  s ecreçã o de in s u lin a  es t im u la da  por  G e leu cin a  
a p res en ta ra m  a u m en ta dos  em  ilh ota s  de ra tos  e ca m u n don gos  
des n u tr idos . Altera ções  ocorrera m  ta m bém  n o perfil elet roforét ico de 
p roteín a s  citop la s m á t ica s  a pós  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  em  ilh ota s  de 
ra tos .  Expres s ã o gên ica  e p rotéica  de p roteín a s  ch a ves  n a  ca s ca ta  de 
s in a liza çã o de in s u lin a  com o IR, IRS-1 , PI3K, m TOR e S6K-1  s e a ltera ra m  
em  res pos ta  à  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  em  ilh ota s  de ra tos  
des n u tr idos , fa vorecen do via s  de cres cim en to, em  es pecia l o a u m en to da  
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PI3K a  qu a l res u ltou  em  a u m en to de s u a  a t ivida de em  ilh ota s  de ra tos  
con trole e des n u tr idos . Por  fim , podem os  con clu ir  qu e a  s u p lem en ta çã o 
com  leu cin a  p rom oveu  m odu la çã o da  s en s ib ilida de per ifér ica  em  fíga do e 
m ú s cu lo de m a n eira  tecido es pecífica . Is to con fere u m a  regu la çã o da  
h om eos ta s e glicêm ica  de m a n eira  d is t in ta  en tre a n im a is  con trole e 
des n u tr idos  s u p lem en ta dos . Além  d is s o, d irecion a m  pa ra  qu e os  s in a is  
m eta bólicos  p rodu zidos  pela  leu cin a  deva m  p rom over  s eu s  efeitos , em  
ilh ota s  de La n gerh a n s , via  dois  s en s ores : a  GDH qu e con trola  a  
glu ta m in ólis e, e por  ou tro la do es tá  a  PI3K qu e deve exercer  s eu  pa pel 
a t iva n do vis  en volvida s  com  a  s ín tes e p rotéica  a t ra vés  da  m TOR. Es tes  
dois  s en s ores  devem  a tu a r  s in ergica m en te pa r t icipa n do do rea r ra n jo da  
con cen tra çã o citos ólica  dos  íon s  cá lcio, p r in cipa lm en te em  ilh ota s  de 
a n im a is  des n u tr idos  qu e fora m  s u p lem en ta dos  com  leu cin a . 
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We th in k  th a t  in t ra -u ter in e m a ln u tr it ion  a n d  a fter  b ir th  p rodu ce 
m orph ologica l a n d  ch a n ges  in  en docr in e pa n crea s  a n d  in  per iph er ic t is s u e 
th a t  t ra n s la te in s u lin open ia  a n d  in s u lin  res is ta n ce. Ba s ed  on  th es e 
com plica t ion s  we h a ve eva lu a ted  in  th is  work  th e in s u lin  s ecret ion  
regu la t ion  in  La n gerh a n s  is lets  from  ra ts  a n d  m ice fed  a  low p rotein  d iet  
a n d  s u pp lem en ted  with  leu cin e. Th e leu cin e s u pp lem en ta t ion  h a s n ’t  
ch a n ged  th e d iet  in  th e h ybr id  in ges t  a n d  body weigh t  bu t  h a s  ch a n ged  
im por ta n t  b ioch em is try s ta n da rds  a s  glu cos e (G) a n d  FFA in  m a ln u tr it ion  
a n im a ls . Th e in s u lin  recep tor  ph os ph or ila t ion  a n d  its  s u bs tra ct  h a ve been  
ch a n ged  in  liver  a n d  m u s cle lea d in g to a n  in crea s e in  glicem ic h om eos ta s e 
in  m a ln u tr it ion  ra ts . Th e glu cos e m eta bolis m  in  con trol a n d  m a ln u tr it ion  
ra ts ’ is lets  h a d  on e redu ct ion  a fter  s u pp lem en ta t ion . B cells  poten t ia l 
m em bra n es  were res tored ; th e citop la s m a t ic ca lciu m  m ovem en t  a n d  
in s u lin  s ecret ion  were s t im u la ted  by glu cos e a n d  leu cin e. Th ey h a ve 
s h owed  a n  in crea s ed  in  is lets  of con trol a n d  m a ln ou r is h ed  ra ts  a n d  m ice 
is lets . Som e a ltera t ion s  h a ve a ls o occu rred  in  th e citop la s m a t ic p rotein  
elet roph oret ic p rofile a fter  leu cin e s u pp lem en ta t ion  in  ra ts  is lets . Th e 
gen et ic a n d  p rotein  expres s ion  from  key en zym es  in  th e in s u lin  ca s ca de 
s ign a liza t ion  a s : IR; IRS-1 ; PI3K; m TOR a n d  S6K-1  h a ve a ltered  in  leu cin e 
s u pp lem en ta t ion  a n s wer  in  m a ln u tr it ion  is lets  ra ts  fa vor in g growth  
pa th wa ys  s pecia lly PI3K in crea s e wh ich  res u lted  in  a n  in crea s em en t  of 
con trol a n d  m a ln u tr it ion  ra ts  is lets  a ct ivity. In  th e en d  we ca n  con clu de 
vi 
  
th a t  th e leu cin e s u pp lem en ta t ion  h a s  p rom oted  per iph er ic s en s ib iliza t ion  
in  liver  a n d  m u s cle in  s pecific t is s u e m a n n er . Th is  con firm s  on e glicem ic 
h om eos ta s e regu la t ion  in  d is t in ct  m a n n er  a m on g con trol a n d  m a ln u tr it ion  
both  s u pp lem en ted  a n im a ls . Fu r th erm ore th ey lea d  th e m eta bolic s ign a ls  
p rodu ced  by leu cin e s h ou ld  p rom ote th eir  effects  in  La n gerh a n s  is lets  
th row s en s or  wa ys : GDH wh ich  con trols  glu ta m in olis is  a n d  on  th e oth er  
h a n d  is  PI3K th a t  s h ou ld  do its  role a ct iva t in g growth  pa th wa ys  th row 
m TOR. Th es e two s en s ors  s h ou ld  work  in  s yn ergis m  pa r t icipa t in g in  
citos olic con cen tra t ion  ch a n ges  of ca lciu m  ion s  m a in ly in  m a ln u tr it ion  
a n im a ls ’ is lets , wh ich  were s u pp lem en ted .     
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[Ca +2] i - Con cen tra çã o de cá lcio in t ra celu la r  
125I – Is ótopo do Iodo  
45Ca  – Is ótopo do Cá lcio 
AC - Aden ila to cicla s e 
AMPc - Mon ofos fa to de a den os in a  cíclico 
ANOVA - An á lis e de Va riâ n cia  
ATP - Tr ifos fa to de a den os in a  
B²Célu la  beta  
AKT/ PKB – Proteín a  Kin a s e B 
Ca +2(L) - Ca n a is  de cá lcio s en s íveis  a  volta gem  
CCh  – Ca rba m ilcolin a  
DAG - Dia cilglicerol 
EDTA - Ácido et ilen od ia m in otet ra cét ico 
G – Glicos e 
GLUT-4  – Tra n s porta dor  de glicos e 4  
IP3  - 1 ,4 ,5  in os itol t r ifos fa to 
IR – Recep tor  de in s u lin a  
IRS – Su bs tra to do recep tor  de in s u lin a  
K+ - Potá s s io 
K+ATP - Ca n a is  de potá s s io ATP depen den tes  
K+Ca  - Ca n a is  de potá s s io a t iva dos  por  cá lcio 
KOH - Hid róxido de potá s s io 
NP – An in a is  Norm oprotéicos  
NPL – An im a is  Norm oprotéicos  Su p lem en ta dos  com  Leu cin a  
  
LP – An im a is  Hipoprotéicos  
LPL – An im a is  Hipoprotéicos  Su p lem en ta dos  com  Leu cin a  
M3 - Recep tor  m u s ca r ín ico s u b t ipo M3 
MLCK - Qu in a s e da  ca deia  leve da  m ios in a . 
m TOR – a lvo de ra pa m icin a  em  célu la s  de m a m ífero 
Na 2SO4  - Su lfa to de s ód io. 
NP – An im a l Norm oprotéico 
p70 S6K-1  – Proteín a  qu in a s e efetor  da  via  PI3K 
PHAS-I – Proteín a  fos for ila da  regu la da  pela  in s u lin a  
IR – Recep tor  de In s u lin a  
IRS-1  – Su bs tra to do Recep tor  de In s u lin a  1  
PKA - Proteín a  qu in a s e A 
PKCα - Proteín a  qu in a s e C a lfa  
PLC - Fos folipa s e C 
PLCβ1  – Fos folipa s e C beta  1  
PMA – Ph orbol 12 -Myris ta te 13 -Aceta te 
PI3K – Fos foin os itol 3 -qu in a s e 
SDS - Du odecil s u lfa to de s ód io  
AOA – à cido a m in ooxia cét ico 
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)LJXUD – Evolu çã o da  m a s s a  corpórea  
 
)LJXUD – Rela çã o en tre con s u m o a lim en ta r  e m a s s a  corpórea  
 
)LJXUD – Con s u m o h íd r ico d iá r io 
 
)LJXUD – Proteín a  feca l 
 
)LJXUD– Porcen ta gem  de gordu ra  a bdom in a l, ret ro-per iton ea l e ep id id im a l em  
rela çã o a o pes o corpóreo 
 
)LJXUD – Ava lia çã o da  fos for ila çã o em  t iros in a  de IR em  fíga do 

)LJXUD– Ava lia çã o da  fos for ila çã o em  t iros in a  de IRS-1  em  fíga do   
 
)LJXUD – Ava lia çã o da  fos for ila çã o em  t iros in a  do IR em  m ú s cu lo s óleo 
 
)LJXUDV²Ava lia çã o da  fos for ila çã o do IRS-1  em  m ú s cu lo s óleo 
 
)LJXUDV²Determ in a çã o do volu m e celu la r   
 
)LJXUD– Perfil elet roforét ico em  ilh ota s   
 
  
)LJXUD– Oxida çã o de glicos e  
 
)LJXUD– Oxida çã o de leu cin a  

)LJXUD– Oxida çã o de glu ta m in a  
 
)LJXUD- Secreçã o es tá t ica  de in s u lin a  em  ilh ota s  de ra tos  n a  p res en ça  de 8 ,3 ; 
11 ,1 ; 16 ,7  e 22 ,2  m M de glicos e 
 
)LJXUD $ ² Secreçã o es tá t ica  de in s u lin a  em  ilh ota s  de ca m u n don gos  n a  
p res en ça  de 3 ; 8 ,3 ; 11 ,1 ; 16 ,7  e 22 ,2  m M de glicos e 
 
)LJXUD² Secreçã o es tá t ica  de in s u lin a  em  ilh ota s  de ra tos  n a  p res en ça  de 2 ,8  
m M de glicos e, 20  m M de leu cin a  e 20  m M de a rgin in a  
 
)LJXUD  ² Secreçã o es tá t ica  de in s u lin a  em  ilh ota s  de ra tos  n a  p res en ça  de 
16 ,7  m M de glicos e e 5  m M de á cido a m in ooxia cét ico (AOA) 
 
)LJXUD² Poten cia l de m em bra n a  in t ra cellu la r  – Pa ch  Cla m p – em  ilh ota s  de 
ca m u n don gos  
 
)LJXUD² Dos a gem  de cá lcio in t ra celu la r  em  ilh ota s  de ca m u n don gos  
 
)LJXUD² Wes tern  Blot  da  p roteín a  IR 
 
  
)LJXUD² Wes tern  Blot  da  p roteín a  IRS-1 . 
 
)LJXUD² RT-PCR da  p roteín a  Ak t . 
 
)LJXUD$² RT-PCR da  p roteín a  PI3K. 
 
)LJXUD%² Wes tern  Blot  da  p roteín a  PI3K. 
 
)LJXUD&² Ativida de da  p roteín a  PI3K. 
 
)LJXUD$² RT-PCR da  p roteín a  m TOR. 
 
)LJXUD%² Wes tern  Blot  da  p roteín a  m TOR. 
 
)LJXUD$² RT-PCR da  p roteín a  S6K-1 . 
 
)LJXUD%² Wes tern  Blot  da  p roteín a  S6K-1 . 
 
)LJXUD² RT-PCR da  p roteín a  PHAS-I. 
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7DEHOD, - Pa râ m etros  b ioqu ím icos  dos  a n im a is  NP, NPL, LP e LPL 
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4XDGURCom pos içã o da s  d ieta s   
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$RVPHXVSDLV
/XL])LOLSXWWLH2QGLQD%DWLVWD)LOLSXWWL
'HGLFRHVWHWUDEDOKR
  
$*5$'(&,0(1726
 
Aos  m eu s  pa is  Lu iz Filipu t t i e On d in a  Ba t is ta  Filipu t t i pela  tern u ra  e a m or  
qu e con du zira m  m in h a  edu ca çã o e form a çã o, pelos  en s in a m en tos  ét icos  e 
p recios os , m es m o qu e de vez em  qu a n do eles  ten h a m  s ido du ros  ou  n ã o 
com preen d idos  por  m im  n o m om en to a p ropr ia do. Am o vocês . 
Ao m eu  or ien ta dor  Dr . Evera rdo Ma ga lh ã es  Ca rn eiro pela  or ien ta çã o 
p recios a , in cen t ivo, con fia n ça  e ded ica çã o com  qu e m e con du ziu  du ra n te o 
cu rs o. Obr iga da  pelos  en s in a m en tos  e con h ecim en tos  p roporcion a dos  
du ra n te o per íodo de form a çã o. Obr iga da , m a is  u m a  vez, pela  
opor tu n ida de de poder  da r  con t in u ida de a o m eu  t ra ba lh o. 
Aos  p rofes s ores  Dr . An ton io Ca r los  Bos ch ero e Dra . Helen a  Cou t in h o 
Fra n co de Oliveira , pelos  en s in a m en tos , com petên cia , s er ieda de, 
p rofis s ion a lis m o e pa ciên cia  em  todos  os  m om en tos . 
Aos  Profes s ores  Dr . Ân gelo Ra fa el Ca rp in elli, Dra . Ca r la  Rober ta  de 
Oliveira  Ca rva lh o, Dr . J os é Ca m illo Novello, Dr . Ma r io J os é Abda la  Sa a d , 
Dra . Silva n a  Au xilia dora  Bord in  da  Silva , Dr . J os é Ba rreto Ca m pello 
Ca va lh eira  e Dr . Ma rcos  Hika r i Toya m a  pela  pa r t icipa çã o n a  ba n ca  
exa m in a dora  e pelo ca r in h o, res peito e a dm ira çã o. 
Aos  a m igos  Th ier ry, Fa br ízio, Kleber , Lu iz Fern a n do, Elia n a , Morga n a , 
Am on , Let ícia , Da n iel, Em er ielle, An dres s a , Kelly, Ma r ia  Lú cia , Pa tr ícia , 
Va n es s a , Helen a  Ba rbos a , Helen a  Ra pos o, Ales s a n dro e Ga br iel pela  
cola bora çã o e ca r in h o. 
  
Ao Prof. Dr . Fra n cis co Ma r t in s  Berm u do e Dra . J os efin a  Ma r ia  Vega ra  do 
In s t itu to de Bioin gen er ia  – Dep to de Biologia  Ap lica da  – Un ivers ida de 
Migu el Hern a n dez – Alica n te – Es pa n h a  pela  a ju da  n a  con fecçã o dos  
p rotocolos  de Pa tch  Cla m p  e dos a gem  de cá lcio citop la s m á t ico. 
Ao a m igo Lécio, pela  cola bora çã o em  toda s  a s  rot in a s  la bora tor ia is . 
Aos  fu n cion á r ios  Alexa n dra  e Ivo pelo a poio n a  con fecçã o des te t ra ba lh o. 
A todos  qu e pa r t icipa ra m  d ireta m en te ou  in d ireta m en te pa ra  a  rea liza çã o 
des te t ra ba lh o. 
À CAPES, FAPESP e CNPQ pelo a poio fin a n ceiro . 
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,1752'8d®2

²'HVQXWULomRH'LDEHWHV

Des de a  a n t igü ida de recon h ece-s e o pa pel do h á b ito a lim en ta r  n o 
des en volvim en to do GLDEHWHVPHOOLWXV. Tra d icion a lm en te, a  redu çã o do pes o e a  
ba ixa  in ges tã o de en ergia  s ã o a s s ocia dos  a  u m a  m en or  in cidên cia  e p reva lên cia  
do d ia betes . Nos  pa ís es  des en volvidos , o pa d rã o de vida  s eden tá r io a s s ocia do à  
a lim en ta çã o h iperca lór ica , pobre em  fib ra s  e r ica  em  p roteín a s , gordu ra s  
s a tu ra da s  e ca rboid ra tos  s im ples  têm  con tr ibu ído pa ra  o rá p ido a u m en to da  
in cidên cia  de GLDEHWHVPHOOLWXV do t ipo 2  5DR 0RXUD	 3DVVRV 
6WXPYROO HW DO . Es s a  form a  de GLDEHWHV PHOOLWXV é gera lm en te 
a com pa n h a da  de obes ida de, h iper ten s ã o a r ter ia l s is têm ica , d is lip idem ia  e 
res is tên cia  à  in s u lin a , a m pla m en te con h ecida  por  “Sín drom e X” 5HDYHQ
)HUQDQGH]7ZLQQHWDO+H\ZRRGHWDO0RXUD	3DVVRV
6WXPYROOHWDO.  
+DOHV	%DUNHU  form u la ra m  a  h ipótes e do ´WKULIW\SKHQRW\SHµ pa ra  
exp lica r  a  et iopa togen ia  do d ia betes  m ellitu s  t ipo 2  e da  “Sín drom e X”. De a cordo 
com  es s a  h ipótes e, o GLDEHWHV PHOOLWXV do t ipo 2  e a  “Sín drom e X” s ã o 
determ in a da s  por  fa tores  a m bien ta is , in clu s ive n u tr icion a is , e s ã o or igin a da s  LQ
~WHUR ou  du ra n te a  in fâ n cia  )HUQDQGH]7ZLQQ HW DO  +H\ZRRG HW DO
. Pres u m e-s e qu e a  des n u tr içã o in t ra -u ter in a  e du ra n te o p r im eiro a n o de 
vida  p rodu za m  m u da n ça s  m orfológica s  e fu n cion a is  n o pâ n crea s , fíga do, tecido 
m u s cu la r  e tecido a d ipos o, qu e s e t ra du zem  em  in s u lin open ia  e res is tên cia  à  
in s u lin a . Qu a n do a  res is tên cia  à  in s u lin a  é a gra va da  pela  obes ida de, in a t ivida de 
fís ica  ou  ida de, o pâ n crea s  n ã o con s egu e s u prir  os  requ er im en tos  a u m en ta dos  de 
in s u lin a  leva n do a  a ltera ções  n a  h om eos ta s e glicêm ica . O pa drã o de 
a n orm a lida des  m eta bólica s  e fu n cion a is  depen de da  fa s e da  vida  em  qu e a  
des n u tr içã o ocorre, do t ipo e da  in ten s ida de da  ca rên cia  n u tr icion a l +H\ZRRGHW
DO.  
Evidên cia s  de qu e a  des n u tr içã o pode s er  d ia betogên ica  vêm  de es tu dos  
qu e m os tra m  in tolerâ n cia  à  glicos e, in s u lin open ia  e res is tên cia  à  in s u lin a  em  
a n im a is  +HDUG 	 7XUQHU  6ZHQQH HW DO  e em  s eres  h u m a n os  
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&RRN  %HFNHU HW DO  6PLWK HW DO  des n u tr idos . Ma is  
recen tem en te vá r ios  gru pos  de pes qu is a , em  pa r t icu la r  o n os s o, tem  
ca ra cter iza do qu e a  des n u tr içã o a feta  a  ca pa cida de s ecretór ia  da s  ilh ota s  de 
La n gerh a n s  de m a n eira  p rogres s iva  e ir revers ível. Som a -s e a  is s o m u da n ça s  
ta m bém  n a  expres s ã o de gen es  en volvidos  com  a  p rodu çã o e s ecreçã o de in s u lin a  
em  a n im a is  qu e pa s s a ra m  por  u m  per íodo de res t r içã o p rotéica  (&DUQHLURHWDO
 5HLV HW DO  /DWRUUDFD HW DO  D H E &KHULI HW DO 
)HUUHLUDHWDOH$UD~MRHWDO'HOJXLQJDUR$XJXVWRHWDO
.   
Em  fu n çã o da  m a n ifes ta çã o de in tolerâ n cia  à  glicos e, in s u lin open ia  e 
res is tên cia  à  in s u lin a  a p res en ta do por  pes s oa s  com  des n u tr içã o crôn ica , em  1985  
a  Orga n iza çã o Mu n d ia l de Sa ú de in corporou  a  ca tegoria  de GLDEHWHV PHOOLWXV 
a s s ocia da  à  des n u tr içã o n a  cla s s ifica çã o de d ia betes  :KR . Fora m  
in trodu zida s  du a s  va r ia ções  da  s ín d rom e d ia bét ica  a s s ocia da s  à  des n u tr içã o 
crôn ica : 1 ) d ia betes  do t ipo J , s em elh a n te a o d ia betes  t ipo 1  pelo s eu  in ício 
a b ru p to e n u m a  ida de ba s ta n te p recoce, ca ra cter iza do por  deficiên cia  de in s u lin a , 
res is tên cia  per ifér ica  a  es s e h orm ôn io e a u s ên cia  de cetos e; 2 ) d ia betes  
pa n creá t ico t rop ica l, p res en te em  in d ivídu os  s evera m en te des n u tr idos , 
a com pa n h a do por  s in a is  de pa n crea t ite, com o m a croca lcifica ções  pa n creá t ica s  e 
h ipera m ila s em ia , e fa lên cia  da  p rodu çã o de in s u lin a  5DR. Porém , n a  n ova  
cla s s ifica çã o da  $PHULFDQ'LDEHWHV$VVRFLDWLRQ, a  des n u tr içã o n ã o es tá  
cla s s ifica da  com o fa tor  ca u s a l des ta  s ín d rom e. Den tro des ta  cla s s ifica çã o tem os  
a s  en docr in opa t ia s  com o fa tor  et iológico, n a  qu a l a  des n u tr içã o poder ia  s er  
en qu a dra da , pois  p rovoca  a ltera ções  s u bs ta n cia is  n a  h om eos ta s e h orm on a l 
in du zin do m u da n ça s  em  d ivers a s  fu n ções  celu la res  e tecidu a is  qu e podem  
repercu t ir  n o des ba la n ço da  regu la çã o glicêm ica  do orga n is m o )HUQDQGH]
7ZLQQHWDO+H\ZRRGHWDO0RXUD	3DVVRV6WXPYROOHW
DO . Dia n te d is s o, a cred ita m os  qu e a  des n u tr içã o deva  ter  u m  pa pel 
releva n te n o des en volvim en to ou  n o cu rs o de a pa recim en to do  Dia betes  t ipo 2 .
No GLDEHWHVPHOOLWXV t ipo 2 , pos s ivelm en te rela cion a do com  des n u tr içã o,  o 
com prom etim en to da  s ecreçã o de in s u lin a  pa rece des em pen h a r  u m  pa pel cen tra l 
n a  et iopa togen ia . Ao a va lia rm os  a  in s u lin open ia  n o orga n is m o des n u tr ido, pelo 
m en os  qu a tro pos s ib ilida des  devem  s er  con s idera da s : 1 ) a  redu çã o do n ú m ero de 
7HVHGH'RXWRUDGR
 4
célu la s  B pa n creá t ica s ; 2 ) o defeito fu n cion a l da s  célu la s  B pa n creá t ica s ; ou  3 ) a  
com bin a çã o da  redu çã o do n ú m ero de célu la s  B com  a ltera ções  fu n cion a is  da s  
célu la s  B rem a n es cen tes , a t ra vés  de m u da n ça s  n a  expres s ã o gên ica  e p rotéica  ; 
4 ) a ltera çã o n o s is tem a  a u tôn om o qu e in erva  a s  ilh ota s .  
Nos  ú lt im os  a n os  tem os  es tu da do a s  a ltera ções  m orfológica s  e fu n cion a is  
da s  ilh ota s  pa n creá t ica s  em  m odelos  de des n u tr içã o p ré e pós -n a ta l &DUQHLURHW
DO/DWRUUDFDHWDODE)HUUHLUDHWDOH$UD~MRHWDO
'HOJXLQJDUR$XJXVWRHWDO. Obs erva m os  qu e a  res t r içã o p rotéica  
determ in a  a  redu çã o do pes o a bs olu to, m a s  n ã o do pes o rela t ivo do pâ n crea s  
/DWRUUDFD HW DO  D. Qu a n to à  m orfologia , ver ifica m os  célu la s  B com  
volu m e redu zido; com  m en os  grâ n u los  s ecretores , ten do m u itos  deles  a s pecto de 
grâ n u los  s ecretores  im a tu ros ; célu la s  B com  degen era ções  m itocon dria is  e com  
in d ícios  de perm ea b ilida de celu la r  d im in u ída  &DUQHLUR. Ao a va lia rm os  a  
ca pa cida de fu n cion a l da s  ilh ota s  de ra tos  des n u tr idos , obs erva m os  
com prom etim en to da  s ecreçã o de in s u lin a  es t im u la da  por  a m in oá cidos ; perda  do 
pa drã o b ifá s ico de s ecreçã o; s en s ib ilida de à  glicos e d im in u ída , rep res en ta da  por  
u m a  cu rva  dos e-res pos ta  glicos e-in s u lin a  des loca da  pa ra  a  d ireita . Med ia n te 
es t ím u los  com  d iferen tes  con cen tra ções  de glicos e, es s a s  ilh ota s  a p res en ta ra m  
ca p ta çã o de 45Ca  m en or  do qu e a s  ilh ota s  con trole. Por ta n to, defeito n a  
m ob iliza çã o do íon  Ca 2+ pa rece con tr ibu ir  pa ra  a s  a ltera ções  s ecretór ia s  
ver ifica da s  em  ilh ota s  de ra tos  des n u tr idos  &DUQHLURHWDO/DWRUUDFDHW
DOE.  
Cu rios a m en te, a lgu m a s  a n orm a lida des  obs erva da s  n o orga n is m o 
des n u tr ido, ta is  com o, redu çã o do volu m e da s  ilh ota s , a t rofia  e perda  de 
gra n u la çã o da s  célu la s  B, in s en s ib ilida de da s  ilh ota s  à  glicos e, a ltera çã o da  
cin ét ica  s ecretór ia , ilh ota s  m en os  va s cu la r iza da s  e a  d im in u içã o do con teú do de 
in s u lin a  s ã o s im ila res  à qu ela s  obs erva da s  n o d ia bét ico do t ipo 2  *HSWV 	
/HFRPSW*URGVN\/HDK\&KHULIHWDO
Obs erva ções  a n ter iores  dem on s tra ra m  qu e a n im a is  a lim en ta dos  com  u m a  
d ieta  h ipoprotéica  (8% de p roteín a ) a dqu ir ira m  u m a  s evera  in tolerâ n cia  à  glicos e 
com pa ra dos  à qu eles  qu e recebera m  u m a  d ieta  n orm oprotéica  (20% de p roteín a ). 
O per íodo de res t r içã o p rotéica , a  qu e pa s s a m  es s es  a n im a is , tem  s u a  a t ivida de 
en zim á t ica  h epá t ica  perm a n en tem en te a ltera da , in clu in do à qu ela s  en zim a s  de 
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prim ord ia l im portâ n cia  n a  h om eos ta s e glicêm ica  2]DQQHHWDO. Obs erva -
s e qu e h á  u m a  d im in u içã o n a  en zim a  glicoqu in a s e (GK) e u m  a u m en to da  
fos foen olp iru va to ca rboxiqu in a s e (PEPCK) – en zim a s  ch a ves  pa ra  a  glicólis e e 
glicon eogên es e, res pect iva m en te. Pode-s e s u ger ir , com  is s o, qu e a  des n u tr içã o 
con du za  a  u m a  rep rogra m a çã o da  a t ivida de en zim á t ica  h epá t ica  a s s ocia da  com  a  
h om eos ta s e da  glicos e a  qu a l pode leva r  a  u m a  m u da n ça  n a  regu la çã o da  
p rodu çã o de glicos e do fíga do. In ú m eros  t ra ba lh os  têm  docu m en ta do qu e n o 
GLDEHWHV PHOOLWXV n ã o depen den te de in s u lin a  h á  u m  a u m en to da  p rodu çã o 
h epá t ica  de glicos e. Um a  exp lica çã o pos s ível é qu e ocorra  redu çã o n a  h a b ilida de 
da  in s u lin a  em  s u prim ir  a  p rodu çã o h epá t ica  de glicos e 'H)URQ]R%RQDGRQQD
	)HUUDQQLQL.
Mu ito h á  qu e s e es tu da r  pa ra  ob ten çã o de u m  pa n ora m a  m a is  com pleto do 
con h ecim en to s obre os  m eca n is m os  en volvidos  n o com prom etim en to da  s ecreçã o 
in s u lín ica  da  célu la  B pa n creá t ica  n a  des n u tr içã o. É  p rová vel qu e, a  exem plo do 
qu e ocorre em  m odelos  a n im a is  de d ia betes  t ipo 2 , a ltera ções  u lt ra es t ru tu ra is  n a  
in erva çã o da  célu la  B 'LDQLHWDO, n os  n íveis  de n eu ropep t ídeos  %DLOH\
	 )ODWW  ou  n a  a çã o de n eu rotra n s m is s ores  com o a  a cet ilcolin a  +ROVW
 e m u da n ça s  n a  expres s ã o de gên ica  e p rotéica   )HUUHLUDHWDOH
$UD~MRHWDO'HOJXLQJDUR$XJXVWRHWDO pos s a m  con tr ibu ir  
pa ra  a  s u p res s ã o da  s ecreçã o de in s u lin a  em  a n im a is  des n u tr idos . 
 
$6HFUHomRGH,QVXOLQD

A s ecreçã o de in s u lin a  es t im u la da  por  glicos e s e in icia  com  o 
recon h ecim en to e s u bs eqü en te m eta boliza çã o do n u tr ien te pela s  célu la s  B, 
gera n do u m  ou  d ivers os  s in a is  qu e leva m  à  redu çã o da  con du tâ n cia  a o K+. Es s a  
d im in u içã o
 
provoca  u m  a cú m u lo rela t ivo do refer ido cá t ion  n a s  célu la s  B, com  
con s eqü en te des pola r iza çã o da  m em bra n a  e a ber tu ra  dos  ca n a is  de Ca 2+ 
s en s íveis  à  volta gem . O in flu xo de Ca 2+ e o a u m en to do Ca 2+ in t ra celu la r  ([Ca 2+]i) 
a t iva  a  m a qu in a r ia  exocitót ica , res u lta n do n a  s ecreçã o de in s u lin a . Um  efeito 
s ecu n dá r io da  eleva çã o do [Ca 2+]i é a  a t iva çã o da  a den il cicla s e e fos folipa s e C 
(PLC) qu e, a gin do s obre s u bs tra tos  es pecíficos , gera m  AMP cíclico (AMPc), 
d ia cilglicerol (DAG) e in os itol 1 , 4 , 5  t r ifos fa to (IP3) +HQTXLQHWDOEs tes  
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a m plifica m  o s in a l de [Ca 2+]i pelo efeito de libera çã o  dos  es toqu es  celu la res  e por  
p rom over  a  fos for ila çã o de p roteín a s  qu e s en s ib iliza m  o p roces s o s ecretór io a o 
cá lcio. As  en zim a s  a den il cicla s e e fos folipa s e C s ã o d ireta m en te a t iva da s  por  
recep tores  de m em bra n a  es pecíficos  pa ra  h orm ôn ios  e n eu rotra n s m is s ores  
)ODWW0DHFKOHUHWDO+HQTXLQHWDO. 
A s ecreçã o de in s u lin a  pela s  célu la s  B pa n creá t ica s  é m odu la da  por  vá r ios  
n u tr ien tes , n eu rotra n s m is s ores  e h orm ôn ios  pep t íd icos , n ã o s en do a  glicos e o 
ú n ico n u tr ien te in s u lin otróp ico ca pa z de p rom over  a  s ecreçã o de in s u lin a  a cim a  
de s eu s  n íveis  fis iológicos . Mu itos  n u tr ien tes , en tre eles  os  á cidos  gra xos , 
a m in oá cidos  e cetoá cidos  in flu en cia m  a  s ecreçã o de in s u lin a  tã o bem  com o a  
glicos e *DRHWDO0DHFKOHUHWDO<DQJHWDO. Com  is s o a s  
ilh ota s  de La n gerh a n s  podem  s er  con h ecida s  com o “ s en s ora s  de en ergia ” , a s  
qu a is  s im u lta n ea m en te in tegra m  a  s in a liza çã o de m u itos  n u tr ien tes  e 
m odu la dores , s ecreta n do in s u lin a  de a cordo com  a s  n eces s ida des  do orga n is m o.  
Com o s a lien ta m os , ou tros  n u tr ien tes  podem  a ltera r  a  perm ea b ilida de a o K+ 
e es t im u la r  a  s ecreçã o de in s u lin a  )OR\G HW DO  +HQTXLQ	0HLVVQHU
%ODFKHUHWDO, dem on s trou -s e qu e leu cin a  e a rgin in a  a u m en ta m  a  
s ecreçã o de in s u lin a  ta n to LQ YLYR com o LQ YLWUR. Es s es  a m in oá cidos , a t ra vés  da  
a ltera çã o dos  flu xos  iôn icos , m od ifica m  o poten cia l de m em bra n a  da s  célu la s  B, 
in flu en cia n do, a s s im , a  perm ea b ilida de a o cá lcio +HQTXLQ+HUFKXHO]HW
DO  %ODFKHU HW DO  	 6HQHU HW DO  Ma is  recen tem en te n ós  
dem on s tra m os  qu e leu cin a  regu la  a t ivida de da s  en zim a s  glicoqu in a s e e da  ATP 
s in ta s e <DQJHWDO 
 Leu cin a , a m in oá cido des ta qu e des te p rojeto, e s eu  der iva do KIC redu zem  a  
perm ea b ilida de a os  íon s  K + em  célu la s  B pa n creá t ica s , com  m a gn itu de idên t ica  
à qu ela  obs erva da  por  glicos e. Ela  é ca pa z de es t im u la r  e poten cia liza r  a  s ecreçã o 
de in s u lin a  por  dois  d iferen tes  m eca n is m os : via  t ra n s a m in a çã o da  leu cin a  
form a n do α-cetois oca proa to (KIC) e via  de a t iva çã o a los tér ica  da  glu ta m a to 
des id rogen a s e (GDH) ca u s a n do a  oxida çã o do glu ta m a to em  α-cetoglu ta ra to (α-
KG), a m ba s  a s  via s  gera m  in term ed iá r ios  do ciclo de Krebs  gera n do ATP, 
con s eqü en te in flu xo de cá lcio e libera çã o de in s u lin a  &KDQJKRQJHWDO
=KL\RQJHWDO
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Em  célu la s  B, GDH é u m a  en zim a  ch a ve n o con trole da  s ecreçã o de 
in s u lin a  6HQHU	0DODLVVHe a ltera ções  ta n to em  s eu  con teú do p rotéico 
com o de s u a  a t ivida de podem  in flu en cia r  d ra s t ica m en te n a  ca pa cida de de 
s ecreçã o da s  célu la s  B &DUREELRHWDO0DHFKOHUHWDO. Fa vorá vel a  
is to es tá  a  des cr içã o n a  litera tu ra , em  h u m a n os , de h iper in s u lin is m o con gên ito 
ca ra cter iza do por  h ipoglicem ia  e h ipera m on em ia . Es ta  s ín d rom e é ca u s a da  por  
exces s o de a t ivida de da  GDH, a  qu a l oxida  glu ta m a to pa ra  α-KG, con s idera do u m  
poten te regu la dor  da  s ecreçã o de in s u lin a . 6WDQOH\ HW DO 0DJJH HW DO
Produ tos  do m eta bolis m o da  leu cin a  em  célu la s  B podem  ta m bém  a t iva r  
fa tores  regu la tór ios  da  t ra du çã o e com o con s eqü ên cia  a t iva r  a  p rolifera çã o 
celu la r , den tre eles  podem os  cita r : m TOR, PHAS-I e S6K-1  ;XHWDO/HZLV
HWDO.LPEDOOHWDOcom o vis to n o HVTXHPD. 
 Leu cin a  pode gera r  s in a is  m eta bólicos  s em elh a n tes  a os  da  glicos e e, por  
s u a  vez, ta m bém  b loqu ea r  os  ca n a is  de potá s s io da  m em bra n a  celu la r  (KATP) e 
n u clea r  (KATP)n  e, a s s im , m odu la r  a s  fu n ções  n u clea res  a pós  in du zir  a u m en to n a  
[Ca 2]n  e expres s ã o gên ica . Um  s in ergis m o en tre os  p rodu tos  do m eta bolis m o da  
leu cin a  e o da  glicos e pode exis t ir  e, com  is to, perm it ir  u m  con trole fin o n a  
expres s ã o gên ica , p r in cipa lm en te do gen e c-m yc em  célu la  B, res pon s á vel pelo 
m eta bolis m o de glicos e, s in a is  n u clea res  de cá lcio e fu n çã o n u clea r  4XHVDGDHW
DO . A in s u lin a , a t ra vés  da  via  PI3K, exerce u m  con trole a u tócr in o em  
célu la s  B e em  ou tros  t ipos  celu la res , m odu la n do a  m igra çã o dos  ca n a is  de cá lcio 
volta gem  depen den tes  pa ra  m em bra n a  celu la r  e os  n íveis  de cá lcio do citos ol 
$VSLQZDOO HW DO+DUULQJWRQHW DO9LDUGHWDO. É  pos s ível 
qu e h a ja  u m a  con ecçã o en tre os  s in a is  m eta bólicos  gera dos  pela  leu cin a , glicos e 
e, pos s ivelm en te, pela  in s u lin a  libera da  por  es tes  a gen tes  in s u lin otróp icos  n o 
in ters t ício e a  con s eqü en te in tera çã o com  s eu  recep tor , em  célu la s  da s  ilh ota s  de 
La n gerh a n s  $UDXMRHWDODia n te d is s o, ta n to os  s in a is  m eta bólicos  ,com o 
a  in s u lin a  podem , a t ra vés  da s  d iferen tes  via s  a borda da s , con trola r  a  a t ivida de 
dos  KATP, da  con cen tra çã o citop la s m á t ica  de cá lcio [Ca 2]i, da  [Ca 2]n , da  expres s ã o 
gên ica , da  p rolifera çã o celu la r  e, por  ú lt im o, pa r t icipa r  do con trole n u clea r  da  
p rodu çã o de in s u lin a . 
 
²9LDVGHVLQDOL]DomR6tQWHVH3URWpLFDH6HFUHomRGH,QVXOLQD
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
A in s u lin a  coorden a  a  h om eos ta s e da  glicos e n os  tecidos  per ifér icos  
con trola n do s u a  p rópria  p rodu çã o e s ecreçã o pela s  célu la s  B pa n creá t ica s  
$UDXMR HW DO  1DYDUUR7DEOHURV HW DO  2KVXJL HW DO 
Recen tes  es tu dos  têm  dem on s tra do s in ergis m o en tre os  efeitos  da  in s u lin a  e 
a m in oá cidos  regu la n do a  s ín tes e p rotéica . In s u lin a  e fa tores  de cres cim en to es tã o 
a s s ocia dos  a o a u m en to da  m a s s a  da s  célu la s  B e s ã o con trola dos  pela  via  de 
s in a liza çã o da  fos foin os itol 3 -qu in a s e (PI3K). Im porta n te p roteín a  rela cion a da  
com  es s a  via  é a  Ak t  ou  p roteín a  qu in a s e B (PKB), a  qu a l depois  de a t iva da , 
fos for ila  u m a  ga m a  de a lvos  in t ra celu la res  qu e es tã o en volvidos  com  cres cim en to 
e s ob revivên cia  celu la r  e in ib içã o da  a pop tos e. Ain da , p rom ove t ra n s loca çã o do 
t ra n s porta dor  de glicos e t ipo 4  (GLUT-4)  pa ra  a  m em bra n a  p la s m á t ica  em  tecido 
per ifér ico, regu la  a  s ín tes e p rotéica , m eta bolis m o de glicogên io e a  p rogres s ã o do 
ciclo celu la r  %HUQDO0L]UDFKLHWDO*HRUJDNLV	<RXQHV 
Ou tra  p roteín a  rela cion a da  à  fa m ília  da  Ak t  é a  m TOR, p roteín a  a lvo da  
ra pa m icin a  em  célu la s  de m a m íferos , s en s ível à  n u tr ien tes  e rela cion a da  com  a  
regu la çã o de a m pla s  res pos ta s  m eta bólica s . Ela  é m odu la da  por  a m in oá cidos , 
regu la n do a  b iogên es e r ibos s om a l 'HQQLVHWDOEs s a  p roteín a  regu la  e 
fos for ila  a  a t ivida de de ou tra  p roteín a  de extrem a  im portâ n cia  n a  via  de 
s in a liza çã o: S6K-1 ,  efetor  da  via  PI3K. Ela  tem  a  im porta n te fu n çã o de con trola r  a  
s ín tes e p rotéica  rela cion a n do in ú m eros  fa tores  de t ra n s cr içã o 6KHUZRRGHWDO
/HZLVHWDO.LPEDOOHWDO. 
O s in ergis m o en tre in s u lin a  e a m in oá cidos  regu la  a  s ín tes e p rotéica  em  
ilh ota s  de La n gerh a n s , m odu la n do pa s s os  im porta n tes  des de a  liga çã o do m RNA 
a té a  s u a  t ra du çã o. Eles  exercem  s eu s  efeitos  a t ra vés  da  fos for ila çã o da  S6K-1  e 
da  p roteín a  fos for ila da  regu la da  por  in s u lin a  (PHAS-I), a  pa r t ir  da  via  s in a liza dora  
da  PI3K. Os  a m in oá cidos  m a is  im porta n tes  qu e es tã o en volvidos  com  es ta  via  s ã o 
os  de ca deia  ra m ifica da  – leu cin a , is oleu cin a  e va lin a  da s  qu a is  o p rodu to de 
m eta bolis m o in du zem  s in a is  qu e a t iva m  a  m TOR. Es s a  in tera çã o en tre 
a m in oá cidos  e m TOR leva m  à  p rolifera çã o celu la r  em  lin h a gem  de célu la s  B, 
RINm 5F e ou tros  tecidos  ;XHWDO.LPEDOOHWDO. 
A s in a liza çã o p rom ovida  por  n u tr ien tes , a t ra vés  da  m TOR, com eça  pela  
a t iva çã o da  S6K-1 . A s u a  fos for ila çã o é da da  pela  Ak t , a  qu a l requ er  PI3K. Em  
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célu la s  qu e expres s a m  recep tores  de in s u lin a , a  ocorrên cia  da  fos for ila çã o de 
S6K-1  é in du zida  por  es te h orm ôn io e s u a  eficiên cia  é a u m en ta da  em  p res en ça  de 
a m in oá cidos  +DUDHWDO.LPEDOOHWDO. A fos for ila çã o do IR/ IRSs  
ou  PI3K e a  a t iva çã o da  Ak t  a t ra vés  da  in s u lin a  podem  ta m bém  ocorrer  
in depen den te da  m odu la çã o dos  a m in oá cidos , s u ger in do qu e a m bos  os  s in a is  
es t im u la tór ios  da  m TOR podem  u t iliza r  via s  com pleta m en te d is t in ta s . O pa pel 
regu la tór io dos  a m in oá cidos  en volven do p roces s os  celu la res  é de extrem a  
im portâ n cia , pois  a lém  de exercer  con trole s obre a  s ín tes e p rotéica  em  m ú s cu lo, 
/HZLV HW DO  podem  ta m bém  in ib ir  a  p roteólis e em  fíga do e, a in da , 
es t im u la r  a  s ín tes e p rotéica  in du zida  por  glicos e em  célu la s  B pa n creá t ica s . 
Todos  es s es  even tos  s ã o depen den tes  da  a t iva çã o des ta  p roteín a  s en s ível a  
ra pa m icin a  7UHPEOD\	0DUHWWH*HRUJDNLV	<RXQHV/HZLVHW
DO.LPEDOOHWDO
Dia n te d is s o, o con h ecim en to des ta s  via s  em  m odelos  de des n u tr içã o/  
res t r içã o p rotéica  pode con tr ibu ir  pa ra  exp lica r  a ltera ções  h orm on a is , qu e 
ocorrem  qu a n do os  tecidos  des tes  a n im a is  s ofrem  p r iva ções  de determ in a dos  
gru pos  de n u tr ien tes , em  pa r t icu la r , de a m in oá cidos  /HZLV HW DO . 
Ta m bém  perm ite a va lia r  com o es ta s  célu la s  res pon dem  qu a n do fa zem os  a  
repos içã o globa l ou  de n u tr ien tes  es pecíficos .  

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
;XHWDO



(VTXHPD Modelo Propos to pa ra  o pa pel da  leu cin a  n a  s in a liza çã o m itogên ica . 
α-KG, α-cetoglu ta ra to; AOA, á cido a m in ooxia cét ico; AT, a m in otra n s fera s e; 
BCKDH, á cido α-cetoglu ta ra to des id rogen a s e de ca deia  lon ga ; GDH, glu ta m a to 
des id rogen a s e; IR, recep tor  de in s u lin a ; IRS, s u bs tra to do recep tor  de in s u lin a ; 
S6K-1  Kin a s e; PKB, p roteín a  k in a s e B. 

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²2%-(7,926

Es tu da r  a  regu la çã o da  s ecreçã o de in s u lin a  em  ilh ota s  de La n gerh a n s  
is ola da s  de ra tos  s u bm etidos  à  res t r içã o p rotéica  e a pós  a  s u p lem en ta çã o com  
leu cin a  
Ava lia r  pa r t icipa çã o da s  p roteín a s  ch a ves  da  ca s ca ta  de s in a liza çã o da  
in s u lin a  n a  m odu la çã o do p roces s o de s ecreçã o e p rodu çã o de in s u lin a  em  
ilh ota s  is ola da s . 
Verifica r  pa r t icipa çã o da s  p roteín a s  ch a ves  da  ca s ca ta  de s in a liza çã o da  
in s u lin a  em  tecidos  per ifér icos  de ra tos  s u bm etidos  à  res t r içã o p rotéica  a pós  
s u p lem en ta çã o com  leu cin a .   
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0$7(5,$,6(0e72'26

$QLPDLVH'LHWD

 Fora m  u t iliza dos  ra tos  m a ch os , da  lin h a gem  Wis ta r , com  21  d ia s  de vida , 
proven ien tes  do Biotér io Cen tra l da  UNICAMP. Os  ra tos  fora m  d is t r ibu ídos  em  
qu a tro gru pos  exper im en ta is : 
D&RQWUROHQRUPRSURWpLFR13 ra tos  a lim en ta dos  dos  21  d ia s  a té a  ida de 
a du lta  (90d ia s ) com  d ieta  con ten do 17% de p roteín a . 
E'HVQXWULGRVKLSRSURWpLFR/3ra tos  a lim en ta dos  dos  21  d ia s  a té a  ida de 
a du lta  (90d ia s ) com  d ieta  con ten do 6% de p roteín a . 
F&RQWUROH6XSOHPHQWDGR13/ra tos  a lim en ta dos  dos  21  d ia s  a té a  ida de 
a du lta  (90d ia s ) com  d ieta  con ten do 17% de p roteín a  e dos  90  a té os  120  d ia s  com  
a d içã o de 1 ,5% de leu cin a  a dm in is t ra do via  ora l n a  á gu a  pa ra  beber .
G'HVQXWULGR ²6XSOHPHQWDGR /3/ ra tos  a lim en ta dos  dos  21  d ia s  a té a  
ida de a du lta  (90d ia s ) com  d ieta  con ten do 6% de p roteín a  e dos  90  a té os  120  d ia s  
com  a d içã o 1 ,5% de leu cin a  a dm in is t ra do via  ora l n a  á gu a  pa ra  beber . 
 
 Os  ra tos  fora m  m a n t idos  em  ga iola s  colet iva s  (5  ra tos  por  ga iola ) s ob  
con d içã o pa dron iza da  de ilu m in a çã o (ciclo cla ro/ es cu ro de 12  h ora s ) e 
tem pera tu ra  de 22±2  °C. Du ra n te todo o per íodo exper im en ta l t ivera m  livre 
a ces s o à  á gu a  e a s  res pect iva s  d ieta s .  
 As  d ieta s , m is tu ra  de vita m in a s  e m is tu ra  de m in era is , cu ja s  com pos ições  
en con tra m -s e des cr ita s  n os  Qu a dros  1 , 2  e 3 , fora m  p repa ra da s  n o Depa rta m en to 
de Fis iologia  e Biofís ica , do In s t itu to de Biologia , da  UNICAMP. A d ieta  con trole 
s egu e a s  recom en da ções  do In s t itu to Am erica n o de Nu tr içã o (AIN-93) pa ra  
roedores  n a s  fa s es  de cres cim en to, gra videz e la cta çã o. 

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4XDGUR&RPSRVLomRGDV'LHWDV
,QJUHGLHQWHV 1RUPRSURWpLFD
GHSURWHtQD
+LSRSURWpLFD
SURWHtQD
Ca s eín a  (84% de p roteín a )* 202  71 ,5  
Am ido 397  480  
Dextr in a  130 ,5  159  
Sa ca ros e 100  121  
L-cis t in a  3  1  
Fibra  (m icrocelu los e) 50  50  
Óleo de s oja  70  70  
Mis tu ra  de s a is  AIN93G** 35  35  
Mis tu ra  de vita m in a s  
AIN93G** 
10  10  
Clor id ra to de colin a  2 ,5  2 ,5  
9DORUHVFRUULJLGRVHPIXQomRGRFRQWH~GRGHSURWHtQDQDFDVHtQD
&RPSRVLomRGHWDOKDGDGDGDSRU5HHYHVHWDO
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4XDGUR0LVWXUDGH9LWDPLQDV$,1*9;
 9LWDPLQDV J.J
 Ácido n icot ín ico 3 .0  
 Pa n toten a to de cá lcio 1 .6  
 Pir idoxin a -HCl 0 .7  
 Tia m in a -HCl 0 .6  
 Ribofla vin a  0 .6  
 Ácido fólico 0 .2  
 d-b iot in a  0 .02  
 Vita m in a  B12  (cia n ocoba la m in a ) 0 .1% em  
m a n itol 
2 .5  
 Vita m in a  E (a ceta to de α-tocoferol) (500  UI/ g) 15 .0  
 Vita m in a  A (ret in il pa lm ita to) (500 .000  UI/ g) 0 .8  
 Vita m in a  D3  (coleca lciferol) (400 .000  UI/ g) 0 .25  
 Vita m in a  K (filoqu in os e) 0 .075  
 Sa ca ros e 974 .65  



 
 
 






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4XDGUR0LVWXUDGH0LQHUDLV$,1*0;
 6DLV J.J
 Ca rbon a to de cá lcio a n id ro 357  
 Fos fa to de potá s s io m on obá s ico 196  
 Citra to de potá s s io t r ibá s ico m on oh id ra ta do 70 .78  
 Cloreto de s ód io 74  
 Su lfa to de potá s s io 46 .6  
 Óxido de m a gn és io 24  
 Citra to férr ico 6 .06  
 Ca rbon a to de zin co 1 .65  
 Ca rbon a to m a n ga n os o 0 .63  
 Ca rbon a to cú prico 0 .30  
 Ioda to de potá s s io 0 .01  
 Selen a to de s ód io a n id ro 0 .01025  
 Pa ra m obilida to de a m ôn io.4H2O 0 .00795  
 Meta -s ilica to de s ód io 12H2O 1 .45  
 Su lfa to de crôm io e potá s s io 12H2O 0 .275  
 Cloreto de lít io 0 .0174  
 Ácido bór ico 0 .0815  
 Flu oreto de s ód io 0 .0635  
 Ca rbon a to de n íqu el 0 .0318  
 Va n a to de a m ôn io 0 .0066  
 Sa ca ros e 221 .026  

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352&(',0(1726(;3(5,0(17$,6

3 .2 .1  – Ca ra cter iza çã o do Modelo Exper im en ta l por  Ga iola  Meta bólica  
 
D &RQWUROHGR*DQKRGH0DVVD&RUSyUHD
 
Após  o per íodo de des n u tr içã o (21  a os  90  d ia s ) os  a n im a is  fora m  
m a n t idos  em  ga iola s  m eta bólica s  in d ividu a is , on de s e ob teve a s  pes a gen s  du ra n te 
30  d ia s  (90  a os  120  d ia s ). Os  a n im a is  fora m  pes a dos  todos  os  d ia s . 
 
E &RQVXPR$OLPHQWDU

O con s u m o a lim en ta r  ta m bém  foi rea liza do pes a n do-s e d ia  a  d ia  ta n to a  
d ieta  con trole (NP) qu a n to a  d ieta  do des n u tr ido (LP).  
 
F &RQVXPR+tGULFR

A á gu a  e a  s olu çã o de leu cin a  (1 .5%) fora m  troca da s  d ia  a  d ia  e 
m ed ida s  n o m es m o per íodo de 30  d ia s . 
 
G 3RUFHQWDJHPGH*RUGXUD7RWDO
 
As  gordu ra s  a bdom in a l, ret ro-per iton ea l e ep id id im a l fora m  coleta da s  
a pós  s a cr ifícios  dos  a n im a is  e pes a da s  pa ra  a  ob ten çã o da  porcen ta gem  de 
gordu ra  tota l n o fin a l do exper im en to.  
 
H 1LWURJrQLR)HFDO
 
As  fezes  excreta da s  pelos  gru pos  em  es tu do fora m  in icia lm en te 
des p reza da s  n os  t rês  p r im eiros  d ia s  da  fa s e de in du çã o à  des n u tr içã o e 
pos ter iorm en te coleta da s  a  ca da  4  d ia s  du ra n te todo exper im en to, com  o a u xílio 
de p in ça s  e p la ca s  de Petr i, p revia m en te iden t ifica da s . Pa ra  s eca gem  fora m  
leva da s  à  es tu fa  ven t ila da , m a rca  Fa n em , com  tem pera tu ra  con trola da  a  50°C, 
7HVHGH'RXWRUDGR
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por  12  h ora s . Pos ter iorm en te, a s  m es m a s  fora m  coloca da s  em  pen eira s  pa ra  
lim peza  de pêlos  e res ídu os  de ra ções , pes a da s  em  ba la n ça  s em i-a n a lít ica , m a rca  
Ma rte, m odelo A500 , com  precis ã o de 0 ,01g e m oída s  em  m oin h o m a n u a l pa ra  
cerea is , m a rca  Alph a  Export , a té a  ob ten çã o de u m  pó fin o e h om ogên eo. As  
fezes , depois  de m oída s , fora m  en ca m in h a da s  a o La bora tór io de Fís ico-Qu ím ica  
do Depa rta m en to de Ciên cia , Tecn ologia  de Alim en tos  e Nu tr içã o Bá s ica  pa ra  
dos a gem  de n it rogên io feca l, a t ra vés  do m étodo Micro-Kjelda h l $662&,$7,21
2)2)),&,$/$1$/<7,&$/&+(0,676. 
 
$YDOLDomRGR(VWDGR1XWULFLRQDO

 Um  gru po de ra tos  foi s a cr ifica do por  deca p ita çã o e o s a n gu e coleta do em  
tu bos  de vid ro s em  a n t icoa gu la n te. O s oro foi s epa ra do por  cen tr ifu ga çã o a  700  
rpm  du ra n te 15  m in u tos  e pa r te foi a rm a zen a do a  –20  °C pa ra  pos ter ior  
determ in a çã o de in s u lin a  por  ra d ioim u n oen s a io 6FRWWHWDO, glicos e 
7ULQGHU, p roteín a s  tota is  :ROIVRQHWDO, a lbu m in a  e AGL 'RXPDV
HWDO.  
 
²*OLFRVHH3URWHtQD

 O s oro dos  ra tos  foi coleta do e a  con cen tra çã o de p roteín a s  e glicos e fora m  
determ in a dos  u s a n do m étodos  en zim á t icos  color im étr icos  (Merck  – Dia gn os t ic 
Da rm s ta d t  Germ a n y)

²,QVXOLQD6pULFD

 Os  a n im a is  fora m  s a cr ifica dos  por  deca p ita çã o, recolh en do-s e o s a n gu e em  
tu bos  de p lá s t ico. O s oro foi s epa ra do por  cen tr ifu ga çã o a  700  rpm  du ra n te 15  
m in . Fora m  a rm a zen a dos  3  m L a  –20  ºC pa ra  pos ter ior  determ in a çã o de in s u lin a  
por  ra d ioim u n oen s a io com o des cr ito a d ia n te. 
 
²$OEXPLQD6pULFD

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 A con cen tra çã o de a lbu m in a  s ér ica  foi determ in a da  a t ra vés  do m étodo 
color im étr ico do verde de b rom ocres ol. Fora m  a d icion a dos  a  0 ,02  m L do s oro, 5  m L 
do rea gen te de cor , con ten do s olu çã o de verde de b rom ocres ol 0 ,6  m M, ta m pã o 
s u ccin a to 0 ,1  M, s u rfa cta n te n ã o iôn ico 30% e com  pH = 4 . As  a bs orbâ n cia s  fora m  
a va lia da s  a  630  ηM e a s  con cen tra ções  determ in a da s  a t ra vés  de u m a  cu rva  de 
ca lib ra çã o de a lbu m in a  , lin ea r  a té con cen tra ções  de 6  g/ L 'RXPDV:DWVRQ	
%LJJV. 
 
²&RQWH~GR7RWDOGH,QVXOLQDSRU,OKRWD

Após  o is ola m en to da s  ilh ota s  por  d iges tã o com  cola gen a s e, gru pos  de 20  
ilh ota s  fora m  coleta da s  em  0 ,25  m L de á gu a  deion iza da  e s on ica da s  por  30  s . 
Alíqu ota s  de 25  u L de h om ogen eiza do foi a d icion a do a  975  u L de ta m pã o fos fa to 
con ten do a lbu m in a  bovin a  (10  m g/ m L), es toca da  a  –20  ºC pa ra  pos ter ior  dos a gem  
de in s u lin a  por  ra d ioim u n oen s a io.  
 
²,PXQRSUHFLSLWDomR

Em  exper im en tos  qu e s e des eja va  ver ifica r  a  fos for ila çã o do IR e IRS-1  
pequ en os  fra gm en tos  do m ú s cu lo s óleo e do fíga do fora m  is ola dos  e 
h om ogen eiza dos  em  ta m pã o es pecífico con ten do Tris m a  ba s e a  100  m M, EDTA a  
10  m M, p irofos fa to de s ód io a  10  m M, flu oreto de s ód io a  100  m M, or tova n a da to 
de s ód io a  10  m M, PMSF a  2  m M (d ilu ído em  á lcool et ílico), Tr iton  X 100  a  1% e 
0 ,1  m g/ m L de a p rot in a  a  4ºC, foi ret ira do o s obren a da n te pa ra  
im u n oprecip ita çã o com  a n t icorpos  a n t i-IR e a n t i-IRS-1  (Sa n ta  Cru z), em  volu m e 
fixo de 10  µL por  a m os tra . Os  volu m es  da s  a m os tra s  fora m  n orm a liza dos  por  
con cen tra çã o p rotéica  (1 ,0  m g de p roteín a  tota l por  a m os tra ). 
As  a m os tra s  fora m  in cu ba da s  por  12  a  14  h ora s , a  4ºC a cres cen ta n do-s e a  
s egu ir  p roteín a -A Seph a ros e (50  µL) por  2  h ora s  a  4ºC. Os  im u n ocom plexos  fora m  
la va dos  t rês  vezes  com  ta m pã o Tris -s a lin a  e s u s pen s os  com  ta m pã o de La em m ili 
con ten do 100  m M de DTT, a qu ecida s  em  á gu a  ferven te por  5  m in u tos  e en tã o 
s u bm etida s  a  elet rofores e em  SDS-PAGE em  gel b ifá s ico com o des cr ito a cim a  
pa ra  o Wes tern  Blot . Os  p roces s os  de t ra n s ferên cia  e LPXQREORWWLQJ s egu em  a s  
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eta pa s  des cr ita s  a n ter iorm en te. Nos  exper im en tos  de im u n oprecip ita çã o, os  
a n t icorpos  u t iliza dos  fora m  a n t i-fos fot iros in a  (UBI). 
 
,VRODPHQWRGH,OKRWDV3DQFUHiWLFDV
 
 An im a is  dos  res pect ivos  gru pos  (NP, LP, NPL e LPL) fora m  s a cr ifica dos  por  
deca p ita çã o. Após  in cis ã o a bdom in a l e oclu s ã o da  extrem ida de do du cto b ilia r  
com u m , foi in s er ida  u m a  câ n u la  a t ra vés  de u m a  pequ en a  in cis ã o n a  pa r te 
p roxim a l (h epá t ica ) des te du cto. Atra vés  da  câ n u la  de poliet ilen o, foi in jeta da  
s olu çã o de Ha n ks  en r iqu ecida  com  2 .8  m M de glicos e e cola gen a s e pa ra  o gru po 
NP e NPL 0 ,9  m g/ m L e pa ra  o gru po LP e LPL 0 ,7  m g/ m L qu e  p rom oveu  a  
d ivu ls ã o do tecido a cin os o. O pâ n crea s  foi excis a do e d is s eca do de gordu ra s , da  
m a ior ia  do tecido va s cu la r  e dos  gâ n glios  lin fá t icos . A s egu ir , foi redu zido a  
fra gm en tos  pequ en os  qu e fora m  tra n s fer idos  pa ra  u m  tu bo de en s a io con ten do 
Ha n ks  e cola gen a s e. Em  s egu ida , os  fra gm en tos  fora m  in cu ba dos  em  ba n h o-
m a ria  a  37°C du ra n te a p roxim a da m en te 25  m in u tos . Após  o per íodo de 
in cu ba çã o, o tu bo foi a gita do m a n u a lm en te por  a p roxim a da m en te 1  m in u to ou  
a té a  ob ten çã o de m is tu ra  de vis cos ida de h om ogên ea . O con teú do foi t ra n s fer ido 
pa ra  u m  becker  e o m a ter ia l la va do com  s olu çã o de Ha n ks  4  vezes  pa ra  a  
rem oçã o da  cola gen a s e, da s  en zim a s  d iges t iva s  libera da s  du ra n te a  in cu ba çã o e 
ta m bém  dos  fra gm en tos  celu la res . As  ilh ota s , com pleta m en te s epa ra da s  do tecido 
a cin os o, fora m  coleta da s  u m a  a  u m a , s ob  lu pa , por  a s p ira çã o com  o a u xílio de 
p ipeta  de Pa s teu r , p revia m en te es t ira da  e s ilicon iza da . 
 
²9ROXPHGD,OKRWD 
 
O volu m e da s  ilh ota s  pa n creá t ica s  a va lia da  a t ra vés  da  determ in a çã o da  
oxida çã o da  3H2O. Ilh ota s  fora m  is ola da s  com o des cr ito a cim a . Gru pos  de 50  
ilh ota s / gru po fora m  coloca da s  n o in ter ior  de eppen dorffs  a ber tos  e in cer ida  em  
via ls  de cin t ila çã o a os  qu a is  fora m  a d icion a dos  s olu çã o de Krebs  2 ,8  m M de 
glicos e. Os  via ls  fora m  s ela dos  e m a n t idos  por  1  h ora s  a  37  C s ob  a gita çã o 
con s ta n te. Pa s s a do es s e per íodo, foi a d icion a do n o in ter ior  de ca da  eppen dorff 
 /GH+&O1SDUDTXHRSURFHVVRIRVVHSDUDGR)RLDGLFLRQDGR /GH
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Hidróxido de h ia m in a  n o in ter ior  dos  via ls  pa ra  a  ca p ta çã o do 14CO2  libera do 
pela s  ilh ota s . Es s es  via ls  perm a n ecera m , en tã o, por  m a is  1  h ora  s ob  a gita çã o 
con s ta n te a  4ºC. As  ilh ota s  fora m  la va da s  com  s olu çã o de Krebs  a  4  ºC por  2  
vezes , d is s olvida s  com  a d içã o de Trizol e a  s olu çã o res u lta n te teve s u a  ra d ia çã o 
m ed ida . Os  res u lta dos  fora m  expres s os  em  n L H2O/ ilh ota / h ora . 
 
 
²3HUILO(OHWURIRUpWLFR 
 
O s is tem a  elet roforét ico u t iliza do s egu iu  o m étodo u t iliza do por  Sch a gger  e 
Von  J a gow (1997). A p la ca  de polia cr ila m ida  foi feito de m odo des con t ín u o, 
a p res en ta n do u m  gel de corr ida  a  10%, p repa ra da  a  pa r t ir  de u m a  s olu çã o es toqu e 
de a cr ila m ida : b is a cr ila m ida  es toqu e de (40%T/ 6%/ C) e ta m pon a da  com  ta m pã o 
(Gel Bu ffer , Tr is -HCl, pH 8 ,45 , SDS 0 ,4%). A es s a  ca m a da  foi a d icion a do o gel de 
con cen tra çã o de 5% de a cr ila m ida  e ta m pon a do com  “ Gel Bu ffer” . A elet rofores e 
PAGE-SDS foi rea liza da  em  u m  s is tem a  du p lo de p la ca s  SE 600  (Hoefer  Scien t ific 
In s t ru m en ts ). As  a m os tra s  e os  m a rca dores  de pes o m olecu la r  fora m  d is s olvidos  
em  ta m pã o de a m os tra  (Tris -HCl 0 ,075M; pH 6 ,8 ; 10% de Glicerol; 4% de SDS; 
0 ,001% de Brom ofen ol). A con cen tra çã o da s  a m os tra s  foi a ju s ta da  pa ra  3  µg/ µL, 
s en do a p lica do em  ca da  poço 15  µL. A corr ida  elet roforét ica  foi rea liza da  a  12  m A 
por  p la ca . Os  géis  fora m  cora dos  em  s olu çã o de Coom a s s ie Blu e 0 ,05% a  37  ºC (o 
exces s o de cora n te foi rem ovido em  á cido a cét ico 7%). 
 
²0HWDEROLVPRGH*OLFRVH/HXFLQDH*OXWDPLQD
 
A oxida çã o de leu cin a  n a s  ilh ota s  is ola da s  foi a va lia da  a t ra vés  da  
determ in a çã o da  oxida çã o da  D-[U-14C]glicos e, L-[U-14C]leu cin a  e L-[U-
14C]glu ta m in a  em  14CO2  0DODLVVHHWDO. Pa ra  is s o, gru pos  de 30  ilh ota s  
fora m  coleta s  e t ra n s fer ida s  pa ra  tu bos  de en s a io com  volu m e a p roxim a do de 0 ,7  
m L con ten do s olu çã o de Krebs  2 ,8  m M de glicos e pa ra  a  oxida çã o com  a  h exos e  e 
leu cin a  m a rca da  e 8 ,3  m M glicos e pa ra  glu ta m in a . A s egu ir  o m eio de coleta  foi 
des ca r ta do s en do in t rodu zido 75  µL de m eio de in cu ba çã o Krebs  con ten do 16 ,7  
m M de glicos e, 2 ,8  m M glicos e a cres cido de 20  m M de leu cin a  e 2 .8  m M glicos e 
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a cres cido 10  m M de glu ta m in a   e t ra ços  de D-[U-14C]glicos e,  L-[U-14C]leu cin a  e L-
[U-14C]glu ta m in a , (10  µCi/ m l), res pect iva m en te pa ra  ca da  con d içã o em  es tu do. 
Pa ra lela m en te, p repa rou -s e pa ra  ca da  con d içã o exper im en ta l, 3  tu bos -con trole qu e 
recebera m  os  res pect ivos  m eios  de in cu ba çã o com  a  glicos e, leu cin a  e glu ta m in a  
m a rca da , porém  s em  a s  ilh ota s  (corres pon deu  ou  BG). Os  tu bos  de en s a io fora m  
in trodu zidos  em  fra s cos  m a iores  (s u portes ), h erm et ica m en te fech a dos  com  ta m pa s  
de borra ch a  e in cu ba dos  du ra n te 120  m in   a  37  oC s ob  con s ta n te a gita çã o, s en do 
o pH 7 ,4  equ ilib ra do com  ca rbogên io du ra n te os  p r im eiros  10  m in . 
 Após  o per íodo de in cu ba çã o, fora m  a d icion a dos  a os  tu bos  de en s a io 0 ,1  m l 
de u m a  s olu çã o de HCl a  1  N, pa ra  in terrom per  a  oxida çã o, e 0 ,25  m l de h ia m in a  
n os  fra s cos  s u portes  pa ra  a  ca p ta çã o do 14CO2 libera do n o m eio. Pa ra  qu e todo o 
14CO2 libera do n o m eio fos s e ca p ta do pela  h ia m in a , os  fra s cos  s u portes  fora m  
a gita dos  du ra n te 60  m in  à  tem pera tu ra  a m bien te. Após  es te per íodo, os  tu bos  
con ten do a s  ilh ota s  e os  con troles  fora m  des ca r ta dos . Fora m  p repa ra dos  ta m bém , 
3  fra s cos  den om in a dos  MAX, on de s e in t rodu ziu  1 ,0  µl dos  res pect ivos  m eios  de 
in cu ba çã o. Todos  os  fra s cos  recebera m  10  m l de líqu ido de cin t ila çã o e a  
ra d ioa t ivida de de ca da  fra s co foi m ed ida  em  u m  con ta dor  de ra d ia çã o beta . 
Atra vés  da  equ a çã o:
 
     {G } x  1 0 - 3  
F=       ______________________________ 
      3 0  x  c p m  (M AX ) 
Obteve-s e o fa tor  F qu e m u lt ip lica do pelo n ú m ero de cpm  de ca da  a m os tra  
p rop iciou  a  qu a n t ida de em  pm ol de glicos e oxida da  du ra n te 120  m in  por  ilh ota . 
  Na  equ a çã o: 
 [G] = con cen tra çã o m ola r  da  glicos e n o m eio de     
  in cu ba çã o; 
   
30  = n ú m ero de ilh ota s  em  ca da  tu bo de en s a io 
          cpm  (MAX) =  n ú m ero de ra d ia ções  por  m in  ob t ido em  1  µl do m eio de 
in cu ba çã o. 
 
6HFUHomR(VWiWLFDGH,QVXOLQD
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
 As  ilh ota s  coleta da s  fora m  tra n s fer ida s  pa ra  p la ca s  de cu ltu ra  com  24  
res erva tór ios  con ten do 0 ,5  m l de s olu çã o de Krebs , s u p lem en ta da  com  0 ,5% de 
a lbu m in a  bovin a  (m / v) e 5 ,6  m M de glicos e. Em  todos  os  exper im en tos  5  ilh ota s  
fora m  coloca da s  em  ca da  res erva tór io. A s egu ir  a s  p la ca s  fora m  a con d icion a da s  
em  ba n h o-m a ria  a  37  °C e m a n t ida s  em  a m bien te con trola do (u m id ifica do e 
ga s ea do com  ca rbogên io). O pH da  s olu çã o foi a ju s ta do em  7 ,4  pela  in jeçã o des s e 
gá s . In icia lm en te a s  ilh ota s  fora m  in cu ba da s  por  90  m in  com  s olu ções  con ten do 
glicos e, a m in oá cido (leu cin a ) e potá s s io n a  p res en ça  e a u s ên cia  de Ácido 
Oxa la cét ico. Após  os  90  m in  de in cu ba çã o, a s  p la ca s  fora m  res fr ia da s  em  ba n h o 
de gelo e o s obren a da n te rem ovido, t ra n s fer ido pa ra  tu bos  de en s a io e 
a rm a zen a do a  –20  °C pa ra  pos ter ior  dos a gem  de in s u lin a  por  ra d ioim u n oen s a io
6FRWWHWDO. 

'RVDJHPGH,QVXOLQD

 A in s u lin a  s ecreta da  du ra n te os  d iferen tes  exper im en tos  LQ YLWUR foi 
determ in a da  por  ra d ioim u n oen s a io. Pa ra  is s o foi t ra n s fer ido 0 ,1  m L da s  a m os tra s  
des con h ecida s  (em  du p lica ta ) a s  qu a is  recebera m  a  s egu ir  0 ,2  m L de u m a  s olu çã o 
con ten do a n t icorpo a n t i-in s u lin a  (1 :200) e in s u lin a  m a rca da  com  125I (t ra ça dor) em  
ta m pã o fos fa to pH 7 .4 , a cres cido de Na Cl 0 ,9  % e a lbu m in a   0 ,5  %. Em  s egu ida  
fora m  p repa ra dos  os  s egu in tes  con trole: 
a ) 3  tu bos  (Tota is ) qu e recebera m  s om en te 0 ,2  m L do ta m pã o fos fa to con ten do 
in s u lin a  m a rca da  125I pa ra  a ver igu a çã o da  ra d ia çã o m á xim a . 
b ) 3  tu bos  (Liga çã o n ã o es pecífica ) con ten do 0 ,2  m L do ta m pã o fos fa to con ten do 
in s u lin a  m a rca da  125I e 0 ,1  m l de ta m pã o fos fa to, pa ra  determ in a r  pos s íveis  
in terferên cia s  n o en s a io pelos  com pon en tes  do ta m pã o. 
c) 3  tu bos  (Referên cia ) con ten do 0 ,2  m L de s olu çã o ta m pã o fos fa to con ten do 
in s u lin a  m a rca da  com  125I e a n t icorpo a n t i-in s u lin a  e 0 .1  m l de ta m pã o fos fa to, 
con s t itu in do a s s im  o zero de in s u lin a  da  cu rva  pa drã o. 
 Em  s egu ida  p repa rou -s e, ta m bém  em  tr ip lica ta , u m a  s ér ie de tu bos  (cu rva  
pa drã o), con ten do 0 ,1  m l de in s u lin a  con h ecida  n a s  s egu in tes  con cen tra ções : 0 ,02 ; 
0 ,039 ; 0 ,078 ; 0 ,16 ; 0 ,31 ; 0 ,63 ; 1 ,25 ; 2 ,5 ; e 5 ,0  n g/ m L. Ca da  tu bo des s a  s ér ie 
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recebeu  ta m bém  0 ,2  m l de s olu çã o ta m pã o fos fa to con ten do in s u lin a  m a rca da  125I 
e a n t icorpo a n t i-in s u lin a . No fin a l da  p repa ra çã o dos  tu bos  (a m os tra s , con trole e 
cu rva  pa drã o), eles  fora m  a gita dos  em  vortex e es toca dos  a  4  °C, du ra n te 48  h .  
 Após  es te per íodo de in cu ba çã o, com  exceçã o dos  tota is  pa ra  a n á lis e da  
ra d ia çã o m á xim a , todos  os  ou tros  tu bos  recebera m  0 ,2  m l de u m a  s olu çã o 
con ten do 2 ,5  % de ca rvã o (Norit  A), 0 ,5  % de a lbu m in a  e 0 ,25  % de dextra n  T 70 . 
Os  tu bos  fora m  deixa dos  em  repou s o du ra n te 20  m in  e a  s egu ir  cen tr ifu ga dos  
du ra n te 20  m in  (2800  rpm ) a  4  °C. O s obren a da n te foi des ca r ta do e a  
ra d ioa t ivida de con t ida  em  ca da  tu bo a va lia da  em  con ta dor  de ra d ia çã o ga m a . Os  3  
tu bos  ela bora dos  pa ra  a n á lis e da  ra d ia çã o m á xim a  n ã o t ivera m  o s obren a da n te 
des ca r ta do, s en do a  ra d ia çã o dos  m es m os  a va lia da  d ireta m en te. Com  ba s es  n os  
va lores  ob t idos  n os  tu bos  con ten do in s u lin a  con h ecida  ela borou -s e u m a  cu rva  
pa drã o qu e foi u t iliza da  pa ra  a  a va lia çã o dos  va lores  des con h ecidos  da s  a m os tra s . 
Os  res u lta dos  fora m  expres s os  em  n g/ m L de in s u lin a  s ecreta da  du ra n te os  
exper im en tos  LQYLWUR
  
²,VRODPHQWRGH,OKRWDVGH&DPXQGRQJRH&XOWXUDGH&pOXODV%

 Ilh ota s  de La n gerh a n s  de ca m u n don gos  a du ltos  m a ch os  (Swis s ), dos  
qu a tros  gru pos  exper im en ta is , m ortos  por  des loca m en to cervica l fora m  is ola da s  
com o es cr ito p revia m en te por  /HQPDUNApós  a  d iges tã o do pâ n crea s  com  
cola gen a s e (cola gen a s e A, Boeh rin ger  Ma n n h ein , Germ a n y) em  ba n h o-m a ria  a  37  
C, ilh ota s  fora m  s epa ra da s  por  cen tr ifu ga çã o e coleta da s  s ob  lu pa , em  s egu ida s  
form a s  u t iliza da s  pa ra  os  es tu dos  de s ecreçã o es tá t ica  de in s u lin a  e cá lcio 
citop la s m á t ico. Qu a n do n eces s á r io, a s  célu la s  fora m  s epa ra da  da s  ilh ota s  com o 
p revia m en te des cr ito por  5LSROO HW DO  Es s a s  célu la s  en tã o fora m  
cen tr ifu ga da s , res s u s pen s a s  em  m eio de cu ltu ra  (RPMI 1640  s u p lem en ta da s  com  
10% de s oro feta l bovin o, 100  IU/ m L de pen icilin a , 0 ,1  m g/ m L de s t rep tom icin a  e 
5 ,6  m M de glicos e) e coloca da s  em  p la ca s  de cu ltu ra . Es s a s  célu la s  
perm a n ecera m  em  in cu ba dora  37  °C, em  u m a  a tm os fera  u m id ifica da  com  95% de 
O2  e 5% de CO2 , perm a n ecera m , en tã o, 24  h ora s  em  cu ltu ra  a té o p roced im en to 
fin a l, qu a n do fora m  u t iliza da s  pa ra  o regis t ro do poten cia l de m em bra n a . 

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²5HJLVWURGR3RWHQFLDOGH0HPEUDQDGH5HSRXVRHP&pOXODV%

Pa ra  m ed ir  o poten cia l de m em bra n a  de m a n eira  m a is  p recis a  pos s ível em  
u m a  s itu a çã o de repou s o, u t iliza m os  a  técn ica  de “ Pa tch -cla m p” 1HKHU HW DO
), u s a n do a  con figu ra çã o de “ Wh ole-cell”  ou  célu la  in teira  e pa s s a n do 
pos ter iorm en te a o m odo de “ cu rren t-cla m p” ou  fixa çã o de corren te. Pa ra  ch ega r  a  
con figu ra çã o “ Wh ole-cell”  rea liza m os  p r im eiro a  con figu ra çã o “ Cell-a t ta ch ed ” qu e 
con s is te n a  rea liza çã o de u m  s elo en tre a  m em bra n a  celu la r  da  célu la  B e o 
elet rodo de regis t ro o qu a l n ã o p rodu z da n o pa ra  a  m em bra n a  ou  a  in tegr ida de 
celu la r . Em  s egu ida  a p lica m os  u m a  p res s ã o n ega t iva  pa ra  rom per  o fra gm en to de 
m em bra n a  qu e delim ita  a s  borda s  da  p ipeta  ou  elet rodo, p roporcion a n do a s s im  a  
com u n ica çã o en tre o in ter ior  da  p ipeta  e o m eio in t ra celu la r . As s im  s e perm it iu  
m ed ir  corren tes  qu e a t ra ves s a m  a  tota lida de da  m em bra n a  da  célu la  B. 
 Um a  vez es ta belecida  a  con figu ra çã o “ Wh ole-cell”  s ob  o m odo de volta gem  
fixa  “ Volta ge-cla m p”, com  cu ida do, foi m u da do a  corren te pa ra  “ cu rren t-cla m p” 
ou  corren te fixa da  em  I=0 . O va lor   do poten cia l, n o os cilos cóp io,  qu e s e obs erva  
im ed ia ta m en te depois  do es ta belecim en to da  con figu ra çã o  “ Wh ole-cell”  con s t itu i 
o va lor  do poten cia l de m em bra n a  de repou s o da  célu la s  B dos  gru pos  em  es tu do. 
 Os  elet rodos  de regis t ro fora m  fa b r ica dos  com  ca p ila res  de vid ro de 
boros ilica to GC150-15  de 1 .5m m  O.D. x 0 .86  m m  I.D. de pa redes , s em  fila m en to. 
De m a rca  CLARK ELETROMEDICAL INSTRUMENTS. Es tes   ca p ila res   fora m  
es t ira dos  em  u m  es t ira dor  de dois  tem pos  MECANEX BB-CH, cu jo pa râ m etros  
fora m  a ju s ta dos  pa ra  ob ter  u m a  res is tên cia  de 6 -  

²'RVDJHPGH&iOFLR&LWRSODVPiWLFR

 Ilh ota s  is ola da s  fora m  in cu ba da s  por  1  h  a  37  ºC em  s olu çã o de Krebs  
con ten do 2 ,5  m m ol/ L de Ca Cl2  e s u p lem en ta do com  5 ,6  m M de glicos e e 3% 
a lbu m in a . A s olu çã o foi con s ta n tem en te ga s ea da  com  u m a  m is tu ra  de 95% de O2  e 
5% de CO2  com  o pH fin a l de 7 ,4 . A [Ca 2+]i foi m on itora do com  Fu ra -2  com o 
p revia m en te des cr ito 9DOGHRPLOORVHWDO 

([WUDomRGH51$7RWDO
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RNA tota l foi extra ído de cerca  de 800-1000  ilh ota s  a t ra vés  da  a d içã o 
de 1 ,0  m l de rea gen te Trizol (GIBCO BRL - Life Tech n ologies ). As  ilh ota s  fora m  
h om ogen iza da s  em  vortex e in cu ba da s  por  5  m in u tos  à  tem pera tu ra  a m bien te. 
Em  s egu ida , 200  µl de clorofórm io fora m  a d icion a dos  e a s  a m os tra s  
vigoros a m en te h om ogen eiza da s  du ra n te 15  s eg. Após  in cu ba çã o de 3  m in  à  
tem pera tu ra  a m bien te, a s  a m os tra s  fora m  cen tr ifu ga da s  a  12 .000  g du ra n te 15  
m in  a  4  ºC. O volu m e corres pon den te à  fa s e a qu os a  foi t ra n s fer ido pa ra  ou tro 
tu bo e o RNA precip ita do a t ra vés  da  a d içã o de 500  µl de á lcool is op rop ílico, 
s egu ido de 10  m in  de in cu ba çã o à  tem pera tu ra  a m bien te. Nova  cen tr ifu ga çã o a  
12 .000  g du ra n te 15  m in  a  4  ºC foi rea liza da , o p recip ita do ob t ido foi la va do em  
s egu ida  com  1m l de eta n ol 75%, cen tr ifu ga do a  7500  g por  10  m in  a  4  ºC e, 
pos ter iorm en te, la va do com  1  m l de eta n ol 100%. O eta n ol foi des ca r ta do e o 
pellet  pa rcia lm en te s eco em  es tu fa  a  37  ºC. As  a m os tra s  fora m  res s u s pen s a s  em  
30  µl de á gu a  p revia m en te t ra ta da  com  DEPC. 
A in tegr ida de do RNA ob t ido foi ver ifica da  a t ra vés  de elet rofores e em  gel de 
a ga ros e des n a tu ra n te pa ra  vis u a liza çã o da s  u n ida des  r ibos s om a is  28  e 18S a pós  
colora çã o com  brom eto de et ídeo, e a  qu a n t ifica çã o do m es m o foi ob t ida  a t ra vés  
de leitu ra s  de a bs orbâ n cia s  a  260  e 280  n m  em  a pa relh o Gen equ a n W(Ph a rm a cia  
Biotech ). 
 
²2EWHQomRGHF'1$D3DUWLUGH51$7RWDO
 
A rea çã o da  t ra n s cr ip ta s e revers a  foi rea liza da  a  42  ºC du ra n te 50  m in , em  
20  µl de u m a  m is tu ra  con ten do 2 ,0  µg de RNA tota l, 10m M de dNTP m ix, 40  U/ µl 
de in ib idor  de RNa s e, 0 ,1M de DTT, 5X firs t -s t ra n d  bu ffer , 0 ,5  µg/ m l de oligo dT e 
200  U da  en zim a  Su per  Scr ip t  II RNa s e H - Revers e Tra n s cr ip ta s e (GIBCO BRL – 
Life Tech n ologies ). 
 
²573&5

O cDNA res u lta n te foi a m plifica do com  os  "p r im ers ": s en s e  e 
a n t is en s e: 
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Sen s e da  $.7 – 5 ’-CCT CAA GTA CTC ATT CCA GAC-3 ’ 
An t is en s e da  $.7 - 5 ’-CTC ATA CAC ATC TTG CCA CAC-3 ’ 
Sen s e da  3,. – 5 ’-TCT CCT CTC ATT ACA CCA ACC-3 ’ 
An t is en s e da  3,. - 5 ’-TGC TCT AGG TTT TCC CCA TCA-3 ’ 
Sen s e da  P725 – 5 ’-CAA AGA GAA GGG TAT GAA-3 ’ 
An t is en s e da P725 - 5 ’-CCA TCA AGT CTC TGC AAC-3 ’ 
Sen s e da  3+$6, – 5 ’-CTG CTC TGC CTT CCA TTT TGT-3 ’ 
An t is en s e da  3+$6, - 5 ’-GGT GGG AAA TGA AGA AAG GGA-3 ’ 
Sen s e da  6. – 5 ’-TTT ATG CCT TTC AGA CCG GTG-3 ’ 
An t is en s e da  6. - 5 ’-GTG AGG TAG GGA GGC AAA TTA-3 ’ 
A PCR foi rea liza da  em  12 ,5  µl de u m a  m is tu ra  con ten do ta m pã o da  Ta q 
polim era s e, 50  m M de MgCl2  , 10  m M de ca da  des oxin u cleos ídeo t r ifos fa to, 2 ,5  
U/ µl de Ta q DNA polim era s e, 10  pm ol de "p r im er" s en s e, 10  pm ol de "p r im er"
a n t is en s e, e cDNA. Alíqu ota s  de 5  µl do p rodu to da  PCR fora m  a n a lis a dos  por  
elet rofores e em  gel de a ga ros e 1 ,0% prepa ra do em  ta m pã o TBE. Após  colora çã o 
com  brom eto de et ídeo (0 ,5  µg/ m l) o gel foi fotogra fa do s ob  lu z UV, qu a n t ifica do em  
a pa relh o Ea gle Eye II. 

:HVWHUQ%ORWWLQJ

Pa ra  detecta r  o n ível de expres s ã o celu la r  do Recep tor  de In s u lin a  (IR), do 
s eu  s u bs tra to (IRS-1), da s  p roteín a s  da  ca s ca ta  de s in a liza çã o de in s u lin a  PI3K-
p85 , m TOR e p70 S6K foi em prega da  a  m etodologia  de Wes tern  Blot . Gru pos  de 500  
ilh ota s  recém -is ola da s  e in cu ba da s  por  2 ,5  h ora s  em  Krebs  con ten do 8 .3  m M de 
glicos e fora m  cen tr ifu ga dos  ra p ida m en te e o s obren a da n te des p reza do. A s egu ir , 
fora m  a d icion a dos  200µL de ta m pã o es pecífico pa ra  im u n oprecip ita do. As  ilh ota s  
fora m  en tã o polit ron iza da s  n es ta  s olu çã o, por  a p roxim a da m en te 10s , e o 
h om ogen eiza do cen tr ifu ga do a  3000g por  10m in . 
O p recip ita do foi des p reza do e foi feita  a  dos a gem  protéica  n o s obren a da n te 
ob t ido, u t iliza n do-s e o rea gen te pa ra  en s a io de p roteín a  da  “ BioRa d  Protein  
As s a y-Dye Rea gen t  Con cen tra te”  (Melville, NY). Foi u t iliza do com o referen cia l u m a  
cu rva  pa drã o de a lbu m in a . 
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As  a m os tra s  fora m  en tã o in cu ba da s  à  37 oC por  1h  em  20% do volu m e de 
Ta m pã o de La em m li 5X (Azu l de b rom ofen ol 0 .1%, fos fa to de s ód io 1M, glicerol 
50%, SDS 10%). 
 Pa ra  corr ida  elet roforét ica  foi u t iliza do gel b ifá s ico: gel de em pilh a m en to 
(EDTA 4m M, SDS 2%, Tris m a  ba s e 750m M, pH 6 .7 ) e gel de res olu çã o (EDTA 
4m M, SDS 2%, Tris m a  ba s e 50m M, pH 6 .7 ). A corr ida  foi efetu a da  à  200V por  
a p roxim a da m en te 30m in  com  Ta m pã o de Corr ida  (Tris m a  ba s e 200m M, glicin a  
1 .52M, EDTA 7 .18m M e SDS 0 .4%), d ilu ído 1 :4 . As  a m os tra s  fora m  t ra n s fer ida s  
pa ra  u m a  m em bra n a  de Nit rocelu los e (BioRa d). A t ra n s ferên cia  foi rea liza da  
du ra n te 60m in  à  30V em  gelo, ba n h a da  com  Ta m pã o de Tra n s ferên cia  (Tris m a  
ba s e 25m M, glicin a  192M). 
Após  t ra n s ferên cia , a  m em bra n a  foi b loqu ea da  com  5% de leite des n a ta do 
em  s olu çã o Tris  Sa lin a  (TBS) (Tris m a  ba s e 1M, Na Cl 5M, Tween  20  0 .5%) 
RYHUQLJKW à  4 oC. As  p roteín a s  rela cion a da s  a o es tu do fora m  detecta da s  n a  
m em bra n a  de Nit rocelu los e por  in cu ba çã o por  2h , à  tem pera tu ra  a m bien te, com  
a n t icorpo m on oclon a l es pecífico a n t i-IR e a n t i-IRS-1 , (Sa n ta  Cru z, d ilu içã o 1 :500  
(IR e IRS-1) em  TBS com  3% de leite des n a ta do). Em  s egu ida , a  m em bra n a  foi 
in cu ba da  com  o a n t icorpo con ju ga do com  peroxida de HPB (d ilu içã o 1 :5000  ou  2  
µg/ m L em  ta m pã o TBS). A rea çã o com  peroxida de foi detecta do por  a u to-
ra d iogra fia , logo a pós  a  rea çã o com  o k it  Com ercia l Su per  Sign a l da  Pierce. 
 
²$WLYLGDGHGD3,.

Após  o is ola m en to a s  ilh ota s  fora m  d ivid ida s  em  gru pos  de 800 , 
es t im u la da s  ou  n ã o com  in s u lin a  e s u bm etida s  a  extra çã o p rotéica  HP OGH
ta m pã o con ten do Hepes  50  m M pH 7 ,4 ,  Na Cl 137  m M,  MgCl2  1  m M,  Ca Cl2  1  
m M,  Na 3VO4  2  m M,  p irofos fa to de s ód io 10  m M,  flu oreto de s ód io 100  m M,  
EDTA 2  m M, PMSF 2  m M,  a p rot in in a  2  m g/ m l, leu pep t in in a  5  m g/ m l,  
ben za m id in a  10  m M,  glicerol 10%,   NP-40  1%, dd  H2O 27 ,8  % 7UHPEOD\	
0DUUHWH. As  ilh ota s  fora m  en tã o h om ogen eiza da s  com  p ipeta  e coloca da s  
n o gelo por  30  m in u tos , s en do a  s egu ir  cen tr ifu ga da s  por  15  m in , à  12 .000  rpm  
em  cen tr ífu ga  Eppen dorf refr igera da . O s obren a da n te foi ret ira do e rea liza ra m -s e 
a  qu a n t ifica çã o e n orm a liza çã o p rotéica s . Em  s egu ida , a s  a m os tra s  con ten do 1 ,0  
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m g de p roteín a s  tota is  fora m  s u bm etida s  à  im u n oprecip ita çã o com  15  O GH
a n t icorpo es pecífico (IRS1), RYHUQLJKWà  4ºC, s en do a  s egu ir  a d icion a do 120  OGH
proteín a  A Seph a ros e (p revia m en te la va da  com o des cr ita  a  s egu ir) e m a n t ida s  s ob  
a gita çã o con t ín u a  à  4ºC du ra n te 2  h ora s . En tã o a s  a m os tra s  fora m  cen tr ifu ga da s  
por  3  m in  à  12 .000  rpm  e des ca r ta do o s obren a da n te. 
Em  s egu ida  a s  a m os tra s  fora m  la va da s  t rês  vezes , em  ca da  ta m pã o 
des cr ito a ba ixo, com  o volu m e de 1 ,0  m l ca da  vez. 
Ta m pã o A: PBS 0 ,1  M, pH 7 ,4 , NP- 01D3VO4 . 
Ta m pã o B: Tr is  100  m M, pH 7 ,5 , LiCl2  500  m M, Na 3VO4 0+2O 89% 
qs p . 
Ta m pã o C: Tr is  10  m M, Na Cl 100  m M, EDTA 1  m M, Na 3VO4 0+2O 
96% qs p . 
Após  a s  la va gen s  os  SHOOHWVfora m  s ecos  com  p ipeta  e re-d ilu ídos  em  50  O
do ta m pã o C, s em  or tova n a da to, a d icion a n do-s e en tã o, 10  OGH0J&O2  100  m M e 
 OGHLQRVLWROIRVIDWR3,PJPOVRQLFDGRDQWHULRUPHQWHGXUDQWHPLQQR
gelo n a  s egu in te s olu çã o: 10  m M de Tris , pH 7 ,5  e EGTA 1  m M. 
In icia -s e en tã o a  rea çã o, a d icion a n do à s  a m os tra s  5  O GH VROXçã o 
con ten do oVHJXLQWH OGH$73 óò3 OGH0J&OP0 OGH$73
P0  H O GH+2O. A rea çã o s erá  in terrom pida  a pós  10  m in  com  180  O GR
s egu in te ta m pã o: 2 ,0  m l de HCl, 8 ,0  m l de clorofórm io, 8 ,0  m l de m eta n ol.   
As  a m os tra s  fora m  cen tr ifu ga da s  s en do rem ovida  a  fa s e orgâ n ica  in fer ior , 
TXHIRLDSOLFDGDQDVSODFDVFHUFDGH OGHFDGDDPRVWUDGH7/&SUHYLDPHQWH
t ra ta da s  com  oxa la to de potá s s io a  1%. A p la ca  foi, en tã o, in s er ida  em  u m  fra s co 
con ten do o s egu in te ta m pã o de corr ida : 120  m l de CHCl3 , 94  m l de CH3OH, 22 ,6  
m l de H2O e 2 ,4  m l de NH4OH. Depois  de a p roxim a da m en te 4  h ora s  de corr ida , a  
p la ca  foi expos ta  a  u m  film e de RX e depois  de 24  h ora s  es te foi revela do de form a  
con ven cion a l e a  a n á lis e feita  a t ra vés  de den s itom etr ia  d igita l. 
A p roteín a  A Seph a ros e u t iliza da  n o exper im en to de determ in a çã o da  
a t ivida de da  PI3  qu in a s e a s s ocia da  a  IRS1  foi la va da  da  s egu in te form a : tom ou -s e 
o con teú do tota l do fra s co e t ra n s fer iu -s e pa ra  u m  tu bo de poliet ilen o de 50  m l. 
Cen tr ifu gou -s e por  15  m in  a  4ºC e ret irou -s e o s obren da n te, a d icion a do igu a l 
volu m e de 1% BSA em  PBS 0 ,1  M, pH 7 ,4 . In cu bou -s e por  30  m in  à  4ºC e re-
d ilu iu -s e a  50% (volu m e/ volu m e) em  PBS 0 ,1  M, pH 7 ,4 . 
7HVHGH'RXWRUDGR
 31

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
$QiOLVH(VWDWtVWLFD

7HVHGH'RXWRUDGR
 32
$1É/,6((67$7Ì67,&$
 
Os  res u lta dos  fora m  expres s os  em  m éd ia  ± er ro pa drã o. Nos  res u lta dos  
referen tes  a o Wes tern  Blot t in g, a t ra vés  de den s itom etr ia , foi u t iliza do o ANOVA de 
du a s  via s , n o qu a l o n ível de s ign ificâ n cia  a dota do foi de p<0 ,05 . 
Com  rela çã o a os  da dos  ob t idos  n a s  s ecreções  es tá t ica s  foi u t iliza da  a n á lis e 
de va r iâ n cia  (a n á lis e de va r iâ n cia , com  du a s  va r iá veis , a  s a ber , foi rea liza do o 
tes te de com pa ra çã o m ú lt ip la  (tes te Tu key) pa ra  a  p r im eira  e pa ra  a  s egu n da  
fon te de va r ia çã o e n a  in tera çã o da s  du a s  fon tes . O n ível de s ign ificâ n cia  a dota do 
foi p<0 ,05 . 

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²5(68/7$'26

²&DUDFWHUL]DomRGR0RGHOR([SHULPHQWDO

A )LJ rep res en ta  o ga n h o de m a s s a  corpórea  du ra n te 120  d ia s  s en do 
qu e dos  21  a os  90  d ia s  os  a n im a is  pa s s a ra m  por  u m  per íodo de res t r içã o p rotéica  
(LP). En tre o 90º e 120º d ia s  recebera m  u m a  s olu çã o de leu cin a  a  1 ,5%, n a  á gu a  
de beber . Du ra n te o per íodo de des n u tr içã o a  pes a gem  foi feita  de dois  em  dois  
d ia s , en qu a n to qu e du ra n te a  s u p lem en ta çã o es s a  pes a gem  foi rea liza da  d ia  a  
d ia . A pa r t ir  da  qu a r ta  s em a n a  todos  os  gru pos  a u m en ta ra m  s u a  m a s s a  
corpórea , porém , n os  gru po LP e LPL o ga n h o de pes o foi m en or  com pa ra do a os  
NP e NPL e es s a  d iferen ça  perm a n eceu  du ra n te todo o per íodo em  es tu do. 
Con s ta tou -s e, a s s im , qu e os  a n im a is  dos  gru pos  NP, NPL, LP e LPL cres cera m  
con t in u a m en te du ra n te todo o per íodo de exper im en ta çã o, s en do qu e a  a d içã o de 
leu cin a  n ã o p rovocou  a ltera çã o n o pa drã o de cres cim en to. Qu a n do t ra tou -s e dos  
ca m u n don gos  ta m bém  obs ervou -s e com porta m en to s em elh a n te a o a p res en ta do 
pelos  gru pos  de ra tos  em  rela çã o a  evolu çã o corpora l  
A )LJrep res en ta  a  rela çã o do con s u m o a lim en ta r  pela  m a s s a  corpórea  
dos  ra tos  dos  qu a tro gru pos  em  es tu do. Pode-s e obs erva r  qu e os  gru pos  NPL, LP 
e LPL dem on s tra ra m  a u m en to n o con s u m o a lim en ta r  em  rela çã o a o gru po NP, 
s en do qu e os  gru pos  des n u tr idos  a u m en ta ra m  con s idera velm en te es s e con s u m o 
em  rela çã o a os  gru pos  con troles . Ta m bém  foi m ed ido o con s u m o h íd r ico por  
gra m a  de m a s s a  corpórea  n es s e per íodo )LJcon s ta ta n do-s e qu e n ã o h ou ve 
d iferen ça  s ign ifica t iva  en tre os  gru pos  em  es tu do. Fin a liza n do a  ca ra cter iza çã o do 
m odelo de s u p lem en ta çã o ver ificou -s e redu çã o s ign ifica t iva  da  qu a n t ida de de 
n it rogên io feca l elim in a da  n os  gru pos  LP e LPL, qu a n do com pa ra dos  a os  gru pos  
NP e NPL )LJ  e ta m bém  s e n ã o obs ervou   d iferen ça s  n a  porcen ta gem  de 
gordu ra  a bdom in a l, ret ro-per iton ea l e ep id id im a l n os  gru pos  em  es tu do )LJ   
A ca ra cter iza çã o dos  pa râ m etros  b ioqu ím icos  revelou  a u m en to da s  
con cen tra ções  de á cidos  gra xos  s ér icos  n os  a n im a is  dos  gru pos  LP e LPL qu a n do 
com pa ra do a o gru po con trole (NP). A qu a n t ida de tota l de p roteín a  es ta va  
d im in u ída  n os  dois  gru pos  qu e fora m  s u p lem en ta dos . Por  ou tro la do a  glicem ia  
de jeju m  foi m en or  s om en te n o gru po de a n im a is  LPL em  rela çã o a os  gru pos  LP,  
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NP e NPL. Por  ú lt im o ver ificou -s e redu çã o da  a lbu m in a  s ér ica  em  LP, LPL e NPL 
com pa ra do a o gru po NP e a u m en to de in s u lin a  p la s m á t ica  de jeju m  n os  gru pos  
NPL e LPL. Ava liou -s e, a in da , o con teú do de in s u lin a  por  ilh ota  on de n ã o 
obs ervou  d iferen ça s  en tre os  gru pos  es tu da dos 7DE,. 
 
²$YDOLDomRGD)RVIRULODomRHP7LURVLQDGR,5H,56

 Na  )LJ s e determ in a  a  fos for ila çã o do IR em  fíga do, n o qu a l n a  a u s ên cia  
da  in s u lin a  h ou ve u m  a u m en to s ign ifica t ivo da  fos for ila çã o des te recep tor  em  1 ,6  
vezes  pa ra  o NPL e 3 ,5  vezes  pa ra  o LPL com pa ra dos , res pect iva m en te, com  NP e 
LP. Qu a n do h ou ve a  in jeçã o de in s u lin a , todos  os  gru pos  res pon dera m  
a u m en ta n do a  fos for ila çã o do recep tor , m a s  n ã o h ou ve d iferen ça  s ign ifica t iva  
en tre os  gru pos  NP e NPL; LP e LPL. Ma s  h ou ve u m  a u m en to de 1 ,16  vezes  pa ra  o 
gru po LP em  rela çã o a o gru po NP a pós  a  in jeçã o de in s u lin a , ta m bém  pode-s e 
obs erva r  o a u m en to da  fos for ila çã o de 1 ,17  vezes  do gru po LPL em  rela çã o a o 
gru po NPL (p<0 ,05). 
 Na  )LJobs erva -s e a  fos for ila çã o do IRS-1  em  fíga do on de n a  a u s ên cia  de 
in s u lin a  n ã o h ou ve  a u m en to s ign ifica t ivo da  fos for ila çã o do m es m o em  NPL e 
LPL qu a n do com pa ra do com  NP e LP, res pect iva m en te. Porém  LP e LPL 
a p res en ta ra m  u m  a u m en to s ign ifica t ivo da  fos for ila çã o do IRS-1  qu a n do 
com pra do NP e NPL. Na  p res en ça  de in s u lin a , h ou ve u m  a u m en to da  fos for ila çã o 
do IRS-1  em  todos  os  gru pos , m a s  es s e a u m en to foi de 1 ,32  vezes  m a ior  em  LP e 
1 ,61  vezes  m a ior  em  LPL com pa ra dos  com  NP e NPL, res pect iva m en te. Hou ve 
u m a  d im in u içã o da  fos for ila çã o des te IRS-1  qu a n do a dm in is t ra m os  in s u lin a  en tre 
os  gru pos  NP (1 ,45  vezes ) em  rela çã o a o gru po NPL; LP (1 ,19  vezes ) em  rela çã o a o 
gru po LPL (p<0 ,05). 
 A )LJ rep res en ta  a  fos for ila çã o do recep tor  de in s u lin a  em  m ú s cu lo s óleo 
on de s e pode obs erva r , n a  a u s ên cia  de in s u lin a , u m a  d im in u içã o da  fos for ila çã o 
de 4 ,2  vezes  em  NPL com pa ra do com  NP. No gru po LPL obs erva m os  u m a  redu çã o 
de 2 ,76  vezes  com pa ra do a o gru po LP e por  fim  o gru po LPL a p res en tou  u m  
a u m en to de 2 ,13  vezes  com pa ra do com  NPL. J á  n a  p res en ça  de in s u lin a  o gru po 
NPL a pres en tou  u m a  d im in u içã o de 2 ,25  vezes  com pa ra do a o gru po NP, o gru po 
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LPL a pres en tou  redu çã o de 1 ,14  vezes  em  rela çã o a o gu po LP, porém  a pres en tou  
a u m en to de 1 ,98  vezes  qu a n do com pa ra do a o gru po NPL (p<0 ,05). 
 Na  )LJ determ in ou -s e a  fos for ila çã o do IRS-1  em  m ú s cu lo s óleo on de 
pode-s e obs erva r , n a  a u s ên cia  de in s u lin a , o gru po NPL h ou ve u m  a u m en to 
s ign ifica t ivo de 4 ,63  vezes  em  rela çã o a o gru po NP; o gru po LPL teve u m  a u m en to 
da  fos for ila çã o do IRS1  de 3 ,11  vezes  em  rela çã o a o gru po LP e o gru po LPL teve 
u m  a u m en to de 1 ,37  vezes  em  com pa ra çã o com  o gru po NPL. Em  pres en ça  de 
in s u lin a  h ou ve u m  a u m en to de 1 ,09  vezes  n a  fos for ila çã o do gru po NPL 
com pa ra n do com  o gru po NP; o gru po LPL e LP n ã o t ivera m  d iferen ça  
s ign ifica t iva , m a s  t ivera m  u m  a u m en to des s a  fos for ila çã o em  fu n çã o do es t ím u lo 
com  in s u lin a . Por  fim , o gru po LPL teve u m  a u m en to s ign ifica t ivo de 1 ,23  vezes  
em  rela çã o a o gru po NPL (p<0 ,05). 

²9ROXPHGD,OKRWD3HUILO(OHWURIRUpWLFRH2[LGDomRGH1XWULHQWHV

 Pa ra  determ in a r  o ta m a n h o da  ilh ota  dos  a n im a is  em  es tu do (NP, NPL, LP 
e LPL) u t ilizou -s e a  m etodologia  com  á gu a  t r icia da . Nos s o res u lta do in d ica  qu e 
n ã o h ou ve d iferen ça s  s ign ifica t iva s  en tre os  qu a tro gru pos  es tu da dos . Exis t iu  
u m a  n ít ida  ten dên cia  de redu çã o do volu m e em  ilh ota s  dos  gru pos  LP, LPL, NPL, 
porém  a tra vés  des ta  m etodologia  n ã o foi pos s ível d iferen cia r  es ta t is t ica m en te 
es tes  gru pos  do con trole. Ta lvez es te com porta m en to pos s a  s er  exp lica do pela  
va r ia b ilida de n o ta m a n h o e form a  da s  ilh ota s  a p res en ta da s  com o podem os  
obs erva r  du ra n te o p roces s o de coleta  ILJ 
 Na  ILJ pode-s e obs erva r  o perfil elet roforét ico de p roteín a s . A a m os tra  
NP in d ica  u m a  d is t r ibu içã o de ba n da s  de m a s s a  s u per ior  a  100  KDa , h á  
com pon en tes  de ba ixo pes o e com  gra n de con cen tra çã o p rotéica  n a  regiã o 
corres pon den te dos  30  a os  16  KDa , a p roxim a da m en te. Es s e perfil elet roforét ico 
s e m od ifica  qu a n do a d icion a m os  a  a m os tra  NPL, a  qu a l pos s u i u m a  con cen tra çã o 
m a ior  de p roteín a s  n a  fa ixa  dos  45  a os  21  KDa . A a m os tra  LP foi a  qu e 
a p res en tou  u m a  redu çã o n a  con cen tra çã o de ba n da s  e com  u m a  fa ixa  
con cen tra da  en tre os  14  e 17  KDa . Após  a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  o perfil 
elet roforét ico dos  des n u tr idos  (LPL) s e a p res en tou  d iferen te dos  LP, com  o  
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a pa recim en to de m a is  ba n da s  elet roforét ica s  e com  m a ior  con cen tra çã o p rotéica  
n a  fa ixa  dos  45  e 22  KDa .  
 Na  )LJ obs erva m os  a  oxida çã o de 16 ,7  m M de  glicos e em  ilh ota s  de 
a n im a is  NP, NPL, LP e LPL. As  ilh ota s  NP a p res en ta ra m  m a ior  m eta bolis m o des te 
n u tr ien te qu a n do com pa ra do a os  dem a is  gru pos  em  es tu do. O gru po de ilh ota s  
NP a p res en tou  u m a  u t iliza çã o de glicos e 1 ,38  vezes  m a ior  qu e o gru po de ilh ota s  
NPL e LP. As  ilh ota s  do gru po LPL t ivera m  u m a  d im in u içã o de 0 ,5  vezes  em  
rela çã o a o gru po LP (p<0 ,05).  
 Além  de glicos e ou tro a gen te in s u lin otróp ico im porta n te é a  leu cin a , on de 
n a  ILJ  obs ervou -s e a  oxida çã o des s e im porta n te a m in oá cido em  ilh ota s  
p roven ien tes  de a n im a is  dos  gru pos  NP, NPL, LP e LPL. Nã o s e ver ificou  
d iferen ça s  es ta t ís t ica s  en tre os  gru pos  em  es tu do. Ta m bém  foi a va lia da  a  
oxida çã o de glu ta m in a , rep res en ta do pela  ILJ  on de ta m bém  n ã o fora m  
obs erva da s  d iferen ça s  es ta t ís t ica s  en tre os  gru pos  em  es tu do.

²6HFUHomRGH,QVXOLQDHP3UHVHQoDGH*OLFRVH

A )LJ$ rep res en ta  o efeito de cres cen tes  con cen tra ções  de glicos e (8 ,3 ; 
11 ,1 ; 16 ,7  e 22 ,2  m M) s obre a  s ecreçã o de in s u lin a  em  ilh ota s  is ola da s  de 
a n im a is  NP e LP, in cu ba da s  du ra n te 60  m in  em  s olu çã o de Krebs . A libera çã o de 
in s u lin a  (va lores  a bs olu tos ) foi s ign ifica t iva m en te m a ior  n a s  ilh ota s  p roven ien tes  
dos  a n im a is  NP qu a n do com pa ra da s  à s  ilh ota s  is ola da s  dos  a n im a is  LP. Em  
pres en ça  de 11 ,1  m M glicos e (G 11 ,1 ), es te a u m en to foi de 1 ,65  vezes  m a ior  em  
ilh ota s  p roven ien tes  de a n im a is  NP em  rela çã o à s  ilh ota s  dos  a n im a is  LP. Qu a n do 
a u m en tou -s e a  con cen tra çã o de glicos e pa ra  16 ,7  m M e 22 ,2  m M os  res pect ivos  
a u m en tos  n a  libera çã o de in s u lin a , do gru po NP s obre o gru po LP, foi de 1 ,2  e 1 ,6  
vezes  (p<0 ,05). A )LJ % dem on s tra  o efeito da s  m es m a s  con cen tra ções  de 
glicos e s obre a  s ecreçã o de in s u lin a , es ta s  a gora  m ed ida s  n o gru po de ilh ota s  de 
ra tos  NPL e LPL. Pode-s e obs erva r  u m  a u m en to s ign ifica t ivo da  s ecreçã o de 
in s u lin a  dos  gru pos  s u p lem en ta dos  com  leu cin a  (NPL e LPL) em  rela çã o a os  s eu s  
res pect ivos  con troles  (NP e LP), m a n ten do-s e o m es m o perfil s ecretór io do gru po 
de a n im a is  des n u tr idos  em  rela çã o a os  con troles .  Em  G 16 ,7  o a u m en to foi de  
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P0
6HFUHomRGHLQVXOLQDLQGX]LGDSRUJOLFRVHHPFDPXQGRQJRV
)LJ  ² Efeito da  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  n a  s ecreçã o de 
in s u lin a  em  ilh ota s  de La n gerh a n s  de ca m u n don gos  NP (n =12) ,  LP 
(n =12), NPL (n =12) e LPL (n =12). Gru pos  de 5  ilh ota s  fora m  
in cu ba da s  por  1  h  a  37  C em  s olu çã o de Krebs  con ten do d iferen tes  
con cen tra ções  de glicos e. As  ba rra s  in d ica m  a s  m éd ia s  ± s e. Letra s  
d iferen tes  rep res en ta m  d iferen ça s  s ign ifica t iva s , p<0 ,05 . 
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1,89 vezes no grupo NPL comparado ao grupo LPL. O aumento da secreção de insulina 
também ocorreu quando adicionamos G 22,2 em 1,15 vezes, referente às ilhotas do grupo 
NPL em relação ao LPL (p<0,05). 
A ILJ  rep res en ta  a  cu rva  dos e res pos ta  à  glicos e (3 ; 8 ,3 ; 11 ,1 ; 16 ,7  e 
22 ,2  m M) s obre a  s ecreçã o de in s u lin a  em  ilh ota s  is ola da s  de ca m u n don gos  NP, 
NPL, LP e LPL. Hou ve u m  a u m en to da  s ecreçã o de in s u lin a  em  p res en ça  de 
cres cen tes  con cen tra ções  des ta  h exos e em  todos  os  gru pos . Obs ervou -s e qu e o 
in crem en to da  s ecreçã o de in s u lin a  foi m en or  n os  gru pos  LP e LPL em  rela çã o a os  
gru pos  NP e NPL, res pect iva m en te. Hou ve u m  a u m en to da  s ecreçã o de in s u lin a  
em  ilh ota s  de ca m u n don gos  qu e fora m  s u p lem en ta dos  com  leu cin a . 
Apres en ta n do u m  pa drã o s em elh a n te a o qu e foi obs erva do com  ilh ota s  de ra tos . 
Obs ervou -s e n a  ILJ o efeito da con cen tra çã o de 2 ,8  m M de glicos e, n a  
p res en ça   de 20  m M de  leu cin a   e 20  m M de a rgin in a  s obre a  s ecreçã o de 
in s u lin a  em  ilh ota s  is ola da s  de ra tos  dos  gru pos  NP, NPL, LP e LPL. Qu a n do s e 
a d icion ou  20  m M de leu cin a  h ou ve a u m en to da  s ecreçã o de in s u lin a  em  todos  os  
gru pos  em  es tu do, m a s  o in crem en to da  s ecreçã o de in s u lin a  foi m en or  n os  
gru pos  LP e LPL qu a n do com pa ra dos  a os  res pect ivos  con troles  NP e NPL. O 
m es m o ocorreu  qu a n do s e a d icion ou  20  m M de a rgin in a , h ou ve a u m en to da  
s ecreçã o de in s u lin a  em  todos  os  gru pos  m a s  LP e LPL s ofrera m  redu çã o da  
s ecreçã o de in s u lin a  com pa ra dos  a os  con troles  NP e NPL. A s u p lem en ta çã o com  
leu cin a  p rom oveu  a u m en to s ign ifica n te n a  s ecreçã o de in s u lin a  ta n to n o gru po 
NPL qu a n to n o LPL com pa ra dos  com  NP e LP, res pect iva m en te. 
A ILJ rep res en ta  a  porcen ta gem  de redu çã o da  s ecreçã o de in s u lin a  em  
p res en ça  de 16 ,7  m M (G16 ,7 ) de glicos e e 5  m M de á cido a m in ooxia cét ico (AOA). 
O 100% rep res en ta  a  s ecreçã o de in s u lin a  em  p res en ça  de G16 ,7  n os  gru pos  NP, 
NPL, LP e LPL e a  pa r t ir  des s e pon to ca lcu lou -s e a s  res pect iva s  redu ções  da  
s ecreçã o de in s u lin a  n os  m es m os  gru pos . Obs ervou -s e, en tã o, redu çã o 
s ign ifica t iva  da  s ecreçã o de in s u lin a  em  p res en ça  do AOA, com pa ra dos  a o G16 ,7 . 
Todos  os  gru pos  t ivera m  o m es m o perfil de redu çã o de s ecreçã o de in s u lin a  em  
p res en ça  do AOA, n ã o obs erva n do d iferen ça  s ign ifica t iva  en tre os  gru pos  em  
es tu do.  
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
Na )LJobs erva -s e o poten cia l de m em bra n a  de repou s o dos  qu a tros  
t ipos  de célu la s  B em  es tu do. Pa ra  com pa ra r  o poten cia l de m em bra n a  es ta s  
célu la s  fora m  a va lia da s  s ob  “ Cu rren t  cla m p” ou  corren te fixa , im ed ia ta m en te 
a pós  en tra r  em  con figu ra çã o “ Wh ole-cell”  ou  célu la  in teira . O poten cia l de 
m em bra n a  da s  célu la s  B LP fora m  s ign ifica t iva m en te d iferen tes  qu a n do 
com pa ra dos  com  os  gru pos  NP, NPL e LPL.  Após  s u p lem en ta çã o com  leu cin a , à  
célu la  B p roven ien te do gru po LPL res ta u rou  s eu  poten cia l de m em bra n a  
s em elh a n te à  célu la  B NP. Por  ú lt im o, o t ra ta m en to com  Leu cin a  n ã o foi ca pa z de 
a ltera r  o poten cia l de m em bra n a  em  célu la  B, NPL. 
Mu da n ça s  n a  con cen tra çã o citop la s m á t ica  de cá lcio ([Ca +2]i) s ã o 
m os tra da s , em  ilh ota s  de La n gerh a n s  de ca m u n don go, n a  )LJ. Em  ilh ota s  NP 
o a u m en to de 3  pa ra  11 .1  m M de G p rodu ziu   u m a  in icia l e pequ en a  redu çã o n a   
[Ca +2]i s egu ido de u m  tra n s ien te p ico com  u m a  freqü ên cia  con s ta n te de os cila ções  
n a  [Ca +2]i. Qu a n do a  con cen tra çã o de glicos e foi eleva da  pa ra  16 .7  m M de G, a s  
os cila ções  n a  [Ca +2]i fora m  de du ra çã o m a is  a m pla s , porém  com  freqü ên cia  
con s ta n te a té o fin a l da  perfu s ã o. Qu a n do a  con cen tra çã o de glicos e foi 
m od ifica da  de 3  pa ra  11 .1  m M, ilh ota s  do gru po  LP  exib ira m  u m  a u m en to n a  
[Ca +2]i com  m en or  m a gn itu de  qu a n do com pa ra da  com  a qu ela s  m os tra da s  em  NP, 
com  rá p ida s  os cila ções  de pequ en a  a m plitu de. Sobre 16 ,7  m M de G o pa drã o de 
rá p ida s  os cila ções  foi m a n t ido, porém  com  os cila ções  de m en or  a m plitu de qu e em  
11 ,1  m M de G.  
Após  s u p lem en ta çã o com  leu cin a , ilh ota s  NPL m os tra ra m , em  11 ,1  m M G,  
u m  pa drã o de os cila ções  de a lta  a m plitu de n a  [Ca +2]i,  qu a n do com pa ra do a s  
ilh ota s  NP. En treta n to qu a n do s e a lterou  pa ra  16 ,7  m M de G, obs ervou -s e 
os cila ções  len ta s  e de  m a ior  a m plitu de, du ra çã o e freqü ên cia  con s ta n te n a  
[Ca +2]i. J á , com  ilh ota s  LPL, o pa drã o de os cila ções  da  [Ca +2]i foi s em elh a n te a o 
ver ifica do com  o gru po de  ilh ota s  NP. En tã o, com  a  eleva çã o de G de 3  pa ra  11 ,1 , 
p rodu ziu  u m a  pequ en a  redu çã o n a  [Ca +2]i, u m  rá p ido e t ra n s ien te a u m en to 
s egu ida  de per iód ica s  os cila ções  de freqü ên cia  rá p ida . Qu a n do a  glicos e foi 
a u m en ta da  pa ra  16 ,7  m M, h ou ve a u m en to n a  [Ca +2]i com  m a gn itu de m a ior  do 
qu e a qu ela  a p res en ta da  por  ilh ota s  LP e s em elh a n te a s  ilh ota s  NP, en treta n to a   
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a m plitu de da s  os cila ções  da  [Ca +2]i foi redu zida , porém  a  freqü ên cia  foi 
a u m en ta da  qu a n do com pa ra da  com  ilh ota s  NP.   
           
²3URWHtQDV(QYROYLGDVQD&DVFDWDGH6LQDOL]DomRGH,QVXOLQDHP,OKRWDV
GH/DQJKHUDQV
 
Na  )LJ rea lizou -s e qu a n t ifica çã o do recep tor  de in s u lin a  (IR) u t iliza n do 
a  técn ica  de Wes tern  Blot t in g e a  den s itom etr ia  da s  ba n da s , a s  qu a is  revela ra m  
u m  a u m en to de 20%, a p roxim a da m en te, des s a s  p roteín a s  em  ilh ota s  
p roven ien tes  de a n im a is  LP, com pa ra do a os  gru pos  NP e NPL. Qu a n do s e 
s u p lem en tou  o gru po des n u tr ido (LPL) obs ervou -s e u m a  d im in u içã o de 30% de 
p roteín a  do recep tor , com pa ra do a o gru po LP, e de 15% com pa ra do a os  gru pos  
NP e NPL. Ao con trá r io do IR, o s u bs tra to 1  do recep tor  de in s u lin a  (IRS-1) 
a p res en tou  d im in u içã o de a p roxim a da m en te 30% n os  gru pos  LP e LPL 
com pa ra dos  a os  res pect ivos  NP e NPL n a  )LJ  Des te m odo, pa rece qu e 
s om en te a  res t r içã o p rotéica  p rom oveu  m u da n ça s  n a  qu a n t ida de des ta  p roteín a . 
Na  ILJ  rep res en tou -s e a  expres s ã o do m RNA da  en zim a  Akt  pela  
técn ica  de PCR con s ta ta n do, a s s im , u m a  d im in u içã o do m RNA des s a  en zim a  em  
ilh ota s  dos  gru pos  LP com pa ra do a os  gru pos  NP e NPL, porém  o gru po LPL 
a p res en tou  a u m en to do m RNA em  rela çã o a o gru po LP m a s  n ã o con s egu iu  a t in gir  
os  n íveis  dos  res pect ivos  gru pos  NP e NPL (p<0 ,05).  Por  ra zões  técn ica s  e de 
tem po n ã o foi pos s ível ver ifica r  a  com prova çã o s e es ta  expres s ã o gên ica  redu zida  
em  LP é a u m en ta da , a pós  s u p lem en ta çã o com  leu cin a , em  LPL, correla cion a -s e 
com  a u m en to da  p roteín a  Ak t . Porém  s erá  de p r im ord ia l im portâ n cia  s u a  
qu a n t ifica çã o pa ra  com prova r  s eu  pa pel em  ilh ota s  de a n im a is  des n u tr idos . 
A expres s ã o do m RNA da  PI3K, u m a  p roteín a  en volvida  n a  ca s ca ta  de 
s in a liza çã o de in s u lin a  e res pon s á vel pela  a t iva çã o da s  s u bs eqü en tes  m TOR e 
S6K-1 , foi a va lia da  pela  técn ica  de PCR e os  res u lta dos  ob t idos  con s ta m  n a  )LJ
$. Obs ervou -s e d im in u içã o do con teú do des s e m RNA n os  a n im a is  proven ien tes  
do gru po LP e LPL em  rela çã o a o gru po con trole (NP). Nã o h ou ve u m  a u m en to 
s ign ifica t ivo en tre os  gru pos  NPL e NP e tã o pou co en tre os  gru pos  LP e LPL 
(p<0 .05). Na  )LJ % ver ifica -s e a  qu a n t ifica çã o da  p roteín a  PI3K, a s  qu a is  
revela ra m  a u m en to de 20% a proxim a da m en te, des s a  p roteín a , em  ilh ota s   
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proven ien tes  de a n im a is  LP com pa ra do com  ilh ota s  p roven ien tes  de a n im a is  NP. 
Qu a n do os  a n im a is  fora m  s u p lem en ta dos  com  leu cin a , ver ifica  qu e o gru po LPL 
ob teve de p roteín a  des ta  en zim a  em  torn o de 27% com pa ra do a o gru po de ilh ota s  
LP e em  torn o de 60% qu a n do a  com pa ra çã o foi com  ilh ota s  NP (p<0 .05). Ou tro 
fa to im porta n te é qu e a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  p roporcion ou  a u m en to da  
expres s ã o p rotéica  em  ilh ota s  NPL, a  qu a l ficou  com  n íveis  s em elh a n tes  à s  ilh ota s  
LP, porém  s en do s ign ifica t iva m en te m en ores  qu e o gru po LPL. 
 A )LJ& rep res en ta  a  a t ivida de da  PI3K. Qu a n do com pa ra m os  NP e NPL 
n ã o obs erva m os  d iferen ça  s ign ifica t iva  da  a t ivida de da  en zim a , con tu do, pode-s e 
obs erva r  u m  a u m en to de 1 ,6  vezes  em  ilh ota s  de a n im a is  LP e LPL s em  o 
es t ím u lo com  in s u lin a , e qu a n do s e es t im u lou  com  in s u lin a  h ou ve u m  a u m en to 
de 1 ,4  vezes  n o LP e 1 ,8  vezes  n o LPL qu a n do com pa ra dos  a o NP es t im u la do com  
in s u lin a  (p<0 .05). Exis te u m a  correla çã o d ireta  en tre o a u m en to do con teú do 
p rotéico da  en zim a  com  s u a  m a ior  a t ivida de em  ilh ota s  de a n im a is  LP e LPL. J á  o 
a u m en to p rotéico da  en zim a , obs erva do em  ilh ota s  NPL, n ã o foi corres pon d ido 
com  a u m en to de a t ivida de da  PI3K n es s a s  ilh ota s . 
 A expres s ã o do m RNA da  m TOR foi a va lia da  pela  técn ica  de PCR e os  
res u lta dos  ob t idos  con s ta m  n a  )LJ$. Obs ervou -s e d im in u içã o do con teú do 
des s e m RNA em  ilh ota s  de a n im a is  p roven ien tes  do gru po LP em  rela çã o a o gru po 
con trole (NP). Após  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  o gru po de ilh ota s  LPL res ta u rou  
s eu  con teú do de m RNA, s em elh a n te a o gru po NP e n ã o ocorreu  a u m en to 
s ign ifica t ivo en tre os  gru pos  NPL e NP (p<0 .05). Na  )LJ % obs ervou -s e a  
qu a n t ifica çã o da  p roteín a  m TOR, a s  qu a is  revela ra m  a  d im in u içã o de 20% 
a proxim a da m en te, des s a  p roteín a  em  ilh ota s  p roven ien tes  de a n im a is  LP 
com pa ra do com  ilh ota s  p roven ien tes  de a n im a is  NP e NPL, h a ven do u m  a u m en to 
de 27% qu a n do s u p lem en ta m os  os  a n im a is  LP, ou  s eja  o gru po de ilh ota s  LPL 
com pa ra do a o gru po de ilh ota s  LP (p<0 .05). O gru po de ilh ota  LPL res ta u rou  s eu  
con teú do p rotéico da  m Tor, a p res en ta n do u m a  rela çã o d ireta  com  a  expres s ã o 
gên ica  des s a  en zim a  n es te m odelo exper im en ta l.   
A expres s ã o do m RNA da  p70 S6K foi a va lia da  pela  técn ica  de PCR e os  
res u lta dos  ob t idos  con s ta m  n a  )LJ$. Obs ervou -s e d im in u içã o do con teú do 
des s e m RNA n os  a n im a is  p roven ien tes  do gru po LP e LPL em  rela çã o a o gru po 
con trole (NP). Nã o h ou ve u m  a u m en to s ign ifica t ivo en tre os  gru pos  NPL e NP e 
7HVHGH'RXWRUDGR
 69
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7HVHGH'RXWRUDGR
 70
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7HVHGH'RXWRUDGR
 71
 
 
 
 
 
 
 
7HVHGH'RXWRUDGR
 72
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7HVHGH'RXWRUDGR
 73
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7HVHGH'RXWRUDGR
 74
ta m pou co en tre os  gru pos  LP e LPL (p<0 .05). Na  )LJ % obs ervou -s e a  
qu a n t ifica çã o da  p roteín a  S6K-1 , a s  qu a is  revela ra m  a  d im in u içã o de 48% 
a proxim a da m en te, des s a  p roteín a , em  ilh ota s  p roven ien tes  de a n im a is  LP 
com pa ra do com  ilh ota s  p roven ien tes  de a n im a is  NP e NPL, h a ven do u m  a u m en to 
de 27% qu a n do s u p lem en ta m os  os  a n im a is  LP, ou  s eja , o gru po de ilh ota s  LPL 
com pa ra do a o gru po de ilh ota s  LP (p<0 .05), en treta n to, es te a u m en to n ã o foi 
pos s ível fa zer  com  qu e a s  ilh ota s  LPL a p res en ta s s e n íveis  s em elh a n tes  à s  con trole 
(NP e NPL). 
Por  ú lt im o, a va liou -s e a  expres s ã o gên ica  da  en zim a  PHAS-I detecta da  pela  
técn ica  de PCR n os  gru pos  de ilh ota s  NP, NPL, LP e LPL, )LJ. Os  res u lta dos  
in d ica m  qu e h ou ve u m a  d im in u içã o s ign ifica t iva  do m RNA da  PHAS-I n o gru po 
LP com pa ra do a os  gru pos  NP e NPL, porém  qu a n do s u p lem en tou -s e es s e gru po 
(LPL) com  leu cin a ,  ob teve-s e a u m en to s ign ifica t ivo da  expres s ã o gên ica  des s a  
en zim a  qu a n do com pa ra do a o gru po LP, m a s  n ã o foi pos s ível a t in gir  os  n íveis  dos  
res pect ivos  con troles  NP e NPL (p<0 ,05). A exem plo da  Ak t , n ã o foi pos s ível 
ver ifica r  a  com prova çã o s e es ta  expres s ã o gên ica  redu zida  em  LP e a u m en ta da  
a pós  s u p lem en ta çã o com  leu cin a , em  LPL, correla cion a -s e com  a u m en to do 
con teú do p rotéico. Porém , s erá  de p r im ord ia l relevâ n cia  s u a  qu a n t ifica çã o pa ra  
cla rea r  s eu  pa pel em  ilh ota s  de a n im a is  des n u tr idos .  

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²$YDOLDomRGR(VWDGR1XWULFLRQDOH6HQVLELOLGDGH3HULIpULFD
 
 Obs ervou -s e qu e ra tos  m a n t idos  dos  21  a os  120  d ia s  de ida de com  d ieta  
con ten do 6% de p roteín a  e dos  90  a os  120  d ia s  de ida de s u p lem en ta dos  com  
s olu çã o de leu cin a  a p res en ta ra m  ca ra cter ís t ica s  s em elh a n tes  à s  de des n u tr içã o 
in fa n t il e m odelos  exper im en ta is  de des n u tr içã o 7DE , ta is  com o: redu çã o da  
m a s s a  corpora l e dos  n íveis  de p roteín a s  e a u m en to de á cidos  gra xos  livres  n o 
p la s m a  :HLQNRYH HW DO  +HDUG HW DO  /XQQ 	 $XVWLQ 
2NLWRORQGDHWDO&OD\HVVHQVHWDO:LNHVHWDOH)HUUHLUD
HWDOH/HZLVHWDO
Exis tem  a m pla s  evidên cia s  de qu e a  s in a liza çã o exercida  pelos  
a m in oá cidos  é de gra n de im portâ n cia  pa ra  os  p roces s os  fis iológicos . É  bem  
con h ecido qu e u m a  in fu s ã o de a m in oá cidos , LQYLYR, a u m en ta  a  s ín tes e p rotéica  
n o m ú s cu lo in du zido por  in s u lin a  *DUOLFN 	 *UDQW  .LPEDOO 	
-HIIHUVRP.  Atu a lm en te, s a be-s e qu e es te efeito s e deve, em  pa r te, pelo 
con trole da  s in a liza çã o in t ra celu la r  exercida  por  es s es  n u tr ien tes , pois , a pós  u m a  
d ieta  r ica  em  p roteín a , a s  res pos ta s  a n a bólica s  em  h u m a n os , ra tos  e 
ca m u n don gos , es tã o a com pa n h a da s  de a u m en to da  fos for ila çã o da  4E-BPI e da  
S6K-1  em  fíga do e m ú s cu lo, p roteín a s  es ta s  qu e s a b ida m en te es tã o en volvida s  
com  s ín tes e p rotéica  e cres cim en to celu la r  6KDK HW DO  %DODJH HW DO
. In ib içã o fa rm a cológica  da  p rodu çã o de in s u lin a  em  ra tos  p revin e o efeito 
a n a bólico dos  a m in oá cidos , e em  es pecia l da  leu cin a , in d ica n do qu e a m in oá cidos  
e in s u lin a  s ã o requ er idos  pa ra  qu e h a ja  u m  ba la n ço pos it ivo de n it rogên io 
obs erva da s  em  exper im en tos  LQ YLWUR %DODJH HW DO . S im ila rm en te, em  
h u m a n os , leu cin a  e in s u lin a  a gem  s in ergica m en te em  es t im u la r  a  fos for ila çã o da  
S6K-1  em  m ú s cu lo, e com o con s eqü ên cia  a u m en to da  s ín tes e p rotéica  *UHLZHHW
DO.
O m odelo exper im en ta l de res t r içã o p rotéica , es ta belecido por  es s e gru po 
de pes qu is a , con fere a os  a n im a is  a s  ca ra cter ís t ica s  clá s s ica s  de des n u tr içã o. 
Ma is  recen tem en te dem on s tra m os  redu çã o da  s ecreçã o de in s u lin a  es t im u la da  
por  glicos e e ta m bém  por  a m in oá cidos . Es ta  redu çã o s e deve, em  pa r te, a  
m u da n ça s  n o pa drã o de expres s ã o de p roteín a s  ch a ves  do p roces s o s ecretór io 
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)HUUHLUD HW DO  H . Nes te m odelo de res t r içã o p rotéica , a in da , 
dem on s trou -s e qu e a s  ilh ota s  de La n gerh a n s  a p res en ta m  redu çã o da  p roteín a  
S6K-1  e n íveis  de leu cin a  p la s m á t icos  )LOLSXWWL ( . Ba s ea dos  n es tes  
res u lta dos , n a  relevâ n cia  des ta s  p roteín a s  pa ra  o p roces s o de s ecreçã o de 
in s u lin a  e do a n a bolis m o p rotéico n es te m odelo de res t r içã o p rotéica , 
s u p lem en tou -s e os  a n im a is  por  u m  per íodo de 30  d ia s  com  leu cin a , n o in tu ito de 
obs erva r  s e es ta s  a ltera ções  poder ia m  s er  recu pera da s  e/ ou  a ten u a da s , bem  
com o os  m eca n is m os  en volvidos  n es te p roces s o.  
Pa ra  a  ca ra cter iza çã o des s e m odelo exper im en ta l h ou ve a  n eces s ida de de 
m a n ter  os  a n im a is , du ra n te u m  m ês , con fin a dos  em  ga iola s  m eta bólica s  e 
m ed idos , a pós  is s o, con s u m o a lim en ta r , con s u m o h íd r ico, e o teor  de n it rogên io 
elim in a do n a s  fezes . Em  es tu dos  p révios , pes qu is a dores  dem on s tra ra m  qu e em  
a n im a is  con trole e s u p lem en ta dos  com  leu cin a  n ã o h ou ve d iferen ça  s ign ifica t iva  
em  ga n h o de pes o, em  in ges ta  a lim en ta r  e tã o pou co em  in ges ta  h íd r ica , 
s em elh a n te a os  res u lta dos  en con tra dos  por  /\QFK HW DO . Os  res u lta dos  
en con tra dos  a qu i es tã o con d izen tes  com  es s e t ra ba lh o, res s a lta n do qu e o ga n h o 
de pes o n os  a n im a is  LP e LPL foi s ign ifica t iva m en te m en or  qu e NP e NPL )LJ 
Es tu dos  a n ter iores  em  n os s o gru po de pes qu is a  já  h a via m  con firm a do es s a s  
obs erva ções  )HUUHLUDHWDO 
 Nos s os  res u lta dos  ta m bém  con firm a m  qu e os  gru pos  LP e LPL têm  u m a  
in ges ta  a lim en ta r  m a ior  qu e os  res pect ivos  NP e NPL, ou  s eja , pos s ivelm en te a  
fa lta  de p roteín a s  n a  d ieta  fa z com  qu e es s es  gru pos  ten tem  rever ter  o qu a dro de 
p r iva çã o p rotéica  in ger in do m a ior  qu a n t ida de ca lór ica  )LJ  porém  es ta  
ten ta t iva  n ã o rever te a  ta xa  de cres cim en to n es tes  a n im a is  Recen tem en te, 8PHW
DO rela tou  qu e a  a u s ên cia  da  p roteín a  S6K-1  p rotege con tra  a  obes ida de 
in du zida  por  d ieta  e ida de en qu a n to a u m en ta  a  s en s ib ilida de à  in s u lin a , 
con clu in do qu e a  perda  de gordu ra  pelos  a n im a is  deficien tes  des s a  p roteín a  s e dá  
pela  rá p ida  oxida çã o n o tecido a d ipos o m a rrom  e/ ou  m ú s cu lo e qu e, 
pos s ivelm en te, is s o ocorra , pois  a  obes ida de es tá  liga da  d ireta m en te a  via  de 
fos for ila çã o oxida t iva .  
Em  n os s o t ra ba lh o obs erva m os  qu e a pes a r  da  in ges ta  a lim en ta r  es ta r , 
a p roxim a da m en te, du a s  vezes  m a ior  em  a n im a is  des n u tr idos , )LJ , os  qu a is  
pos s u em  n íveis  d im in u ídos  de S6K-1 , is s o n ã o p rovocou  o a cú m u lo de gordu ra  
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a bdom in a l, ret ro-per iton ea l e ep id id im a l )LJ , con firm a n do a  obs erva çã o de 
qu e a  a u s ên cia  e/ ou  redu çã o da  S6K-1  pode a ltera r  a  via  de oxida çã o rá p ida  
des s es  t r iglicér ides  e/ ou  ou tros  m eta bólitos . Ou tro fa to im porta n te qu e m erece 
des ta qu e é qu e a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  in du ziu  a u m en to de con s u m o 
a lim en ta r  s om en te em  a n im a is  NPL. Aqu i devem os  s a lien ta r  qu e a  res t r içã o 
p rotéica  a  qu e fora m  s u bm etidos  os  a n im a is  LP já  in du z u m  com porta m en to 
a lim en ta r  qu e s u pera  o pos s ível con trole pela  leu cin a  dos  h orm ôn ios  en volvidos  
n o con trole da  in ges ta . Ta m bém  podem os  obs erva r  qu e a  in ges ta  h íd r ica  foi 
s im ila r  en tre os  qu a tro gru pos  em  es tu do, con clu in do, com  is s o, qu e a  a d içã o de 
leu cin a  n a  á gu a  n ã o p rovocou  d iferen ça  em  s eu  com porta m en to de in ges tã o 
h íd r ica  )LJ . Por  ú lt im o, qu a n t ifica m os  o n it rogên io feca l n os  gru pos  em  
es tu dos , n os  qu a is  s e obs ervou  u m a  d im in u içã o do con teú do des te elem en to em  
a n im a is  LP e LPL )LJ. Is s o deve ocorrer  por  con ta  da  d im in u içã o da  in ges tã o 
de p roteín a s  or iu n da s  de u m a  d ieta  deficien te da  m es m a  e por  u m a  m a ior  
a s s im ila çã o de n it rogên io n es te m odelo de des n u tr içã o. 
Um  fa to im porta n te foi qu e a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  p roporcion ou  
m u da n ça s  n o perfil dos  pa râ m etros  b ioqu ím icos , ta is  com o redu çã o dos  n íveis  de 
a lbu m in a  s ér ica , glicos e e in s u lin a  p la s m á t ica , a u m en to de p roteín a s  em  a n im a is  
LP. Es te pa d rã o b ioqu ím ico pode s u ger ir  a u m en to de s ín tes e p rotéica  n es tes  
a n im a is  a pós  t ra ta m en to com  es te a m in oá cido WDE ,, s im ila r  a os  res u lta dos  
en con tra dos  por  .DUOVVRQ HW DO . Podem os  des ta ca r , a in da , qu e ta n to o 
gru po con trole com o des n u tr ido e s u p lem en ta do a p res en ta ra m  eleva çã o de AGL e 
de in s u lin a  p la s m á t ica  e, ta m bém , a p res en ta ra m  cres cim en to (a u m en to da  m a s s a  
corpórea ) p ra t ica m en te du ra n te todo tem po exper im en ta l ILJ . A a s s ocia çã o 
des tes  pa râ m etros  fa vorece a  h ipótes e de qu e o t ra ta m en to com  leu cin a  deve 
in du zir  s ín tes e p rotéica  qu a n do com pa ra do com  s eu s  res pect ivos  con troles . 
Ta lvez s e n os  a n im a is  des n u tr idos  s u a  expos içã o à  leu cin a  fos s e es ten d ida  
por  u m  per íodo m a is  p rolon ga do, poder ía m os  ver ifica r  m u da n ça s  s om á t ica s  
im porta n tes  a t ra vés  da  a va lia çã o da  m a s s a  corpórea . Porém , o qu e s u gere n os s os  
da dos  é qu e ocorra  m u da n ça  n o perfil da s  p roteín a s  s olú veis  es s en cia is  pa ra  os  
p roces s os  fis iológicos  e, n es te ca s o, volta dos  pa ra  m a n u ten çã o do a cop la m en to, 
es t ím u lo e s ecreçã o de in s u lin a  in du zida  por  n u tr ien tes  e de p roteín a s  en volvida s  
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n a  s in a liza çã o in s u lín ica  tecido es pecifica , com  o in tu ito de m a n ter  a  h om eos ta s e 
glicêm ica .  
 Em  n os s o m odelo exper im en ta l, ver ifica m os  qu e a  s u p lem en ta çã o com  
leu cin a  p rom oveu  a u m en to ta n to da  s en s ib ilida de per ifér ica  )LJVH 
com o dos  n íveis  de in s u lin a  p la s m á t icos  fren te a  d iferen tes  n u tr ien tes , e em  
es pecia l a  leu cin a , pes a n do a o fin a l pa ra  a  m elh oria  da  h om eos ta s e glicem ia , u m a  
vez qu e obs erva m os  redu çã o da  glicem ia  de jeju m  7DE,.  Ou tro fa to im porta n te, 
qu e a in da  podem os  es pecu la r , con s is te n o pos s ível rea rra n jo da  com pos içã o de 
gordu ra  corpora l dos  a n im a is  des n u tr idos  )LJ. Obs erva m os  qu e o t ra ta m en to 
com  leu cin a  p rodu z u m a  ten dên cia  de rem odela çã o des te com pa rt im en to corpora l 
a p roxim a n do-os  dos  a n im a is  con trole e/ ou  LPL, a  des peito da  n ã o u n iform iza çã o 
da  m a s s a  corpórea  en tre a n im a is  con trole e des n u tr idos .  Nova m en te, o a u m en to 
da  in s u lin a  p la s m á t ica , a u m en to da  s en s ib ilida de per ifér ica  a  in s u lin a , redu çã o 
da  glicem ia  e pos s ível a u m en to da  s ín tes e p rotéica  podem  exp lica r  es ta s  
m u da n ça s . 
 
0HFDQLVPRGH6HFUHomR,QVXOLQDH9LDVGH&RQWUROH
 
O m eca n is m o de s ecreçã o de in s u lin a  é es t im u la do por  n u tr ien tes , 
h orm ôn ios  e d iferen tes  es t ím u los  n ervos os . Am in oá cidos  con s t itu em  u m  gru po 
im porta n te de n u tr ien tes  qu e exercem  m ú lt ip la s  fu n ções  n o con trole do p roces s o 
s ecretór io, a gin do com o s u bs tra to e regu la dores  da s  via s  m eta bólica s . Ta m bém  s e 
des ta ca  o pa pel em  regu la r  a  s ín tes e p rotéica  e in ib ir  p roteólis e celu la r . 
Am in oá cidos  ta m bém  podem  a t iva r  via s  de s in a liza çã o em  célu la s  B com  
con s eqü en te cres cim en to e p rolifera çã o n o pâ n crea s  en dócr in o 0HLMHU 	
'XEEOKXLV  Den tre eles  podem os  des ta ca r  a  leu cin a  qu e é ca pa z de 
es t im u la r  e poten cia liza r  a  s ecreçã o de in s u lin a  por  dois  d iferen tes  m eca n is m os : 
via  t ra n s a m in a çã o da  leu cin a  form a n do α-cetois oca proa to (KIC) e via  de a t iva çã o 
a los tér ica  da  glu ta m a to des id rogen a s e (GDH) ca u s a n do a  oxida çã o do glu ta m a to 
em  α-cetoglu ta ra to (α-KG) a m ba s  a s  via s  gera m  in term ed iá r ios  do ciclo de Krebs  
gera n doATP, in flu xo de cá lcio e con s eqü en te a u m en to da  s ecreçã o de in s u lin a  
&KDQJKRQJHWDO=KL\RQJHWDO.   
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Além  des te efeito d ireto da  leu cin a  s obre o m eta bolis m o celu la r  da s  célu la s  
B é des cr ito ta m bém  qu e a m in oá cidos , n es ta s  m es m a s  célu la s , p rom ovem  
a u m en to da  p rodu çã o de in s u lin a  a t ra vés  da  p rolifera çã o celu la r  da s  célu la s  B, 
com o obs erva do de fa to em  ca m u n don gos  Kn ockou t  pa ra  S6K-1  3HQGH HW DO
0F'DQLHOHWDO.  
Em  n os s o es tu do, a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  p rom oveu  u m a  m u da n ça  
n o perfil p rotéico da s  p roteín a s  s olú veis  da s  ilh ota s  de La n gerh a n s  LPL e NPL, 
)LJ , porém  o volu m e da s  ilh ota s  perm a n eceu  s em elh a n te )LJ. O 
m eta bolis m o de glicos e foi redu zido em  ilh ota s  qu e s ofrera m  s u p lem en ta çã o, 
porém  ta n to o m eta bolis m o de leu cin a  com o a  glu ta m in a  perm a n ecera m  
in a ltera dos  n os  gru pos  em  es tu do. A redu çã o do m eta bolis m o obs erva do, ta n to 
em  ilh ota s  LPL com o em  NPL, s u gere qu e o m eca n is m o de a çã o p redom in a n te da  
leu cin a  em  es t im u la r  a  s ecreçã o de in s u lin a  s eja  pela  a t iva çã o a los tér ica  da  GDH. 
Es tu dos  recen tes  tem  ca ra cter iza do qu e a  a t iva çã o da  GDH, e ta m bém  a  
glu ta m in ólis e, é o p roces s o pelo qu a l leu cin a  regu la  a m bos  o in flu xo de cá lcio e o 
m eca n is m o de s ecreçã o de in s u lin a  em  célu la s  B *DRHWDO=KL\RQJHW
DO  &DUREELR HW DO  0DHFKOHU HW DO . Es ta  a firm a çã o foi 
com prova da  qu a n do s e u t ilizou  o a n á logo de leu cin a  (BCH) s u bs tâ n cia  n ã o 
m eta boliza da  qu e in du z a t iva çã o da  GDH em  célu la s  B. 
Em  ilh ota s  de La n gerh a n s  o m eta bolis m o de glicos e a u m en ta  a  form a çã o 
de GTP (u m  in ib idor  da  GDH) e redu z o con teú do de ADP (a t iva dor  da  GDH), 
'HWLPDU\ HW DO  Nós  en con tra m os  redu çã o em  torn o de 50% do 
m eta bolis m o de glicos e em  ilh ota s  de a n im a is  LP, is to s e deve, em  pa r te, a o efeito 
da  res t r içã o p rotéica  a  qu e fora m  s u bm etidos  es tes  a n im a is . Es ta  ca ra cter ís t ica  
cu lm in ou  com  redu çã o s ign ifica t iva  do m eca n is m o de s ecreçã o in du zida  por  es ta  
h exos e. Após  s u p lem en ta çã o com  leu cin a , obs erva m os  redu çã o da  oxida çã o de 
glicos e ta n to em  ilh ota s  LPL com o em  NPL, porém  es ta  redu çã o foi m u ito m a is  
in ten s a  n o gru po con trole em  com pa ra çã o a o gru po des n u tr ido )LJ .  
Mu da n ça s  n o m eta bolis m o da  glicos e podem  ter  reflexos  n a  s en s it ivida de da  GDH 
pa ra  leu cin a  *DRHWDO. Nos s o res u lta do com prova  es ta  a firm a çã o, pois  
obs erva m os  redu çã o da  oxida çã o da  glicos e, ta n to em  LPL com o em  NPL.  
Ou tro pon to fa vorá vel à  h ipótes e de qu e a  a t iva çã o a los tér ica  da  GDH, em  
ilh ota s  LPL e NPL, é via  p referen cia l u t iliza da  pela  leu cin a  pa ra  es t im u la r  a  
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s ecreçã o de in s u lin a  em  ilh ota s  de La n gerh a n s  foi qu e a  ta xa  de oxida çã o des te 
n u cleot ídeo, com o da  glu ta m in a , foi a  m es m a   n os  gru pos  em  es tu do )LJH
 pois  s e t ra n s a m in a çã o fos s e p redom in a n te, pos s ivelm en te, ter ía m os  
a u m en to da  ta xa  de oxida çã o da  leu cin a  em  a n im a is  s u p lem en ta dos . Ou tro pon to 
fa vorá vel a o pa pel da  GDH res ide n o fa to de pa cien tes  qu e a p res en ta m  m u ta çã o 
do gen e qu e cod ifica  a  expres s ã o p rotéica  des ta  en zim a , n eles  obs erva m os  
h iper in s u lin is m o a s s ocia do a  h ipera m on em ia , dem os tra n do qu e a u m en to da  
qu a n t ida de ou  a t ivida de da  en zim a  pode gera r  a u m en to n a  ca pa cida de s ecretór ia  
em  célu la s  B 6WDQOH\HWDO&KDQJKRQJHWDOH0DJJHHWDO
 
 Pa ra  dem on s tra r  a  eficiên cia  da  s u p lem en ta çã o de leu cin a  s obre a  fu n çã o 
da s  ilh ota s  de La n gerh a n s  qu a n t ifica m os  a  s ecreçã o de in s u lin a  in du zida  por  
cres cen tes  con cen tra ções  de glicos e )LJH O t ra ta m en to com  leu cin a  foi 
ca pa z de a u m en ta r  a  s ecreçã o de in s u lin a  em  a m bos  NPL e LPL, a  des peito de 
u m a  redu çã o da  oxida çã o des s a  h exos e, qu a n do foi u t iliza do com o a gen te 
in s u lin otróp ico. Seja  em  ilh ota s  de ra tos  com o de ca m u n don go des n u tr idos , 
leu cin a  foi efica z em  corr igir  a  ca pa cida de s ecretór ia  des ta s  ilh ota s , 
p r in cipa lm en te em  con cen tra ções  a cim a  de 11 .1  m M de glicos e. É  fa to de qu e 
des n u tr içã o con fere a ltera ções  celu la res  ir revers íveis , p r in cipa lm en te n o tecido 
en dócr in o pa n creá t ico )HUUHLUDHWDO'HOJXLQJDUR$XJXVWRHWDO
 En treta n to com  a  s u p lem en ta çã o con s egu im os  res ta u ra r  o p roces s o 
s ecretór io, por  ou tro la do n ã o h ou ve a u m en to do con teú do de in s u lin a  7DE,, 
s u ger in do qu e o efeito da  leu cin a  s eja  p redom in a n tem en te em  via s  m eta bólica s  
en volvida s  n o p roces s o s ecretór io.  
A s ecreçã o de in s u lin a  es t im u la da  por  glicos e in icia -s e com  o 
recon h ecim en to e s u bs eqü en te m eta boliza çã o do n u tr ien te pela s  célu la s  B, 
gera n do u m  ou  d ivers os  s in a is  qu e leva m  à  redu çã o da  con du tâ n cia  a o K+. A 
d im in u içã o da  con du tâ n cia  a o K+
 
provoca  u m  a cú m u lo rela t ivo do refer ido cá t ion  
n a s  célu la s  B, com  con s eqü en te des pola r iza çã o da  m em bra n a  e a ber tu ra  dos  
ca n a is  de Ca 2+ s en s íveis  à  volta gem . O in flu xo de Ca 2+ e o a u m en to da  [Ca 2+]i a t iva  
a  m a qu in a r ia  exocitót ica , res u lta n do em  s ecreçã o de in s u lin a  +HQTXLQ HW DO
. Um  efeito s ecu n dá r io da  eleva çã o do [Ca 2+]i é a  a t iva çã o da  a den il cicla s e e 
fos folipa s e C (PLC), qu e a gin do s obre s u bs tra tos  es pecíficos , gera m  AMP cíclico 
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(AMPc), d ia cilglicerol (DAG) e in os itol 1 , 4 , 5  t r ifos fa to (IP3). Es tes  a m plifica m  o 
s in a l de [Ca 2+]i pelo efeito de libera çã o  dos  es toqu es  celu la res  e por  p rom over  a  
fos for ila çã o de p roteín a s  qu e s en s ib iliza m  o p roces s o s ecretór io a o cá lcio )ODWW
. 
Atra vés  de exper im en tos  elet rofis iológicos , Pa th  Cla m p, n ós  dem on s tra m os  
- em  célu la s  p roven ien tes  de ilh ota s  de ca m u n don gos  des n u tr idos  - qu e a  
des n u tr içã o a ltera  o poten cia l de m em bra n a  da s  célu la s  B, deixa n do es ta s  célu la s  
m a is  des pola r iza da s  qu a n do com pa ra da s  com  célu la s  con trole )LJ. 
Segu ra m en te es ta  ca ra cter ís t ica  con tr ibu i pa ra  redu çã o da  s ecreçã o de in s u lin a  
a p res en ta da  por  es te m odelo. Após  s u p lem en ta çã o com  leu cin a , a s  célu la s  de 
a n im a is  LP res ta u ra ra m  o poten cia l de m em bra n a  pa ra  va lores  s em elh a n tes  à s  
célu la s  con trole. En tã o, leu cin a  in du z redu çã o n a  u t iliza çã o da  glicos e a t ra vés  da  
d im in u içã o de s u a  oxida çã o, fa vorecen do a  a t iva çã o da  GDH e res ta u ra  o 
poten cia l de m em bra n a  em  célu la s  B de a n im a is  LP. Res ta -n os  a  pergu n ta : s erá  
qu e es ta s  ca ra cter ís t ica s  p rodu zem  ta m bém  a ltera ções  n o m ovim en to de cá lcio 
n es ta s  ilh ota s ? 
O m ovim en to de cá lcio em  ilh ota s  de ca m u n don go é u s a do com o u m  
s en s or  do m eta bolis m o celu la r , pois  exis te u m a  correla çã o d ireta  en tre o a u m en to 
da  con cen tra çã o de n u tr ien tes  m eta bolizá veis  e [Ca 2+]i. Nós  tes ta m os  es ta  
h ipótes e e obs erva m os  qu e a  des n u tr içã o gerou  m u da n ça  n o m ovim en to de cá lcio 
em  ilh ota s  de La n gerh a n s  qu a n do in du zida s  por  con cen tra ções  cres cen tes  de 
glicos e, correla cion a n do com  a  pobre s ecreçã o de in s u lin a  a p res en ta da  por  es ta s  
ilh ota s  )LJ .  A s u p lem en ta çã o com  leu cin a  corr igiu  es ta  deficiên cia  n o 
m ovim en to de cá lcio, p rom oven do u m  perfil s em elh a n te à s  ilh ota s  con trole. Fa to 
in teres s a n te foi qu e o t ra ta m en to com  leu cin a  ta m bém  m odificou  o m ovim en to de 
cá lcio em  ilh ota s  de a n im a is  NPL. A p r in cíp io, es te da do n os  leva r ia  a  pen s a r  qu e 
o a u m en to do m eta bolis m o poder ia  exp lica r  ta l com porta m en to, porém , 
obs erva m os  qu e em  NPL e LPL leu cin a  in du ziu  redu çã o da  oxida çã o da  glicos e.   
Recen tem en te tem  s ido docu m en ta do qu e KIC, m a s  n ã o leu cin a , fech a  os  
ca n a is  de potá s s io ATP s en s íveis , em  célu la s  B de RERE por  u m a  a çã o d ireta  
%UDQVWURPHWDO. Ta lvez a qu i, a  t ra n s a m in a çã o da  leu cin a / KIC poder ia  
fa vorecer  u m  efeito do KIC em  m odu la r  os  ca n a is  de potá s s io e in du zir  in flu xo de 
cá lcio. Um  es tu do m a is  recen te dem on s tra  qu e leu cin a  u p -regu la  a  glicoqu in a s e 
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gera n do a u m en to n os  n íveis  de NAD(P)H e ATP s ín ta s e, eleva n do os  n íveis  de ATP. 
A com bin a çã o des tes  fa tores  leva  a o a u m en to [Ca 2+]i  e s ecreçã o de in s u lin a  em  
cu ltu ra  de célu la s  B de ra tos  <DQJ HW DO , porém  m a is  da dos  s ã o 
n eces s á r ios  pa ra  s u porta r  es ta  idéia  de qu e KIC m odu la  os  (K+ATP). 
 Ou tros  n u tr ien tes  podem  a ltera r  a  perm ea b ilida de a o K+ e es t im u la r  a  
s ecreçã o de in s u lin a  )OR\GHWDO+HQTXLQ	0HLVVQHU%ODFKHUHW
DO . Foi dem on s tra do qu e leu cin a  e a rgin in a  a u m en ta m  a  s ecreçã o de 
in s u lin a  ta n toLQYLYR com o LQYLWUR. Es s es  a m in oá cidos , a t ra vés  da  a ltera çã o dos  
flu xos  iôn icos , m od ifica m  o poten cia l de m em bra n a  da s  célu la s  B, in flu en cia n do 
a s s im , a  perm ea b ilida de a o cá lcio, +HQTXLQ  +HUFKXHO] HW DO 
%ODFKHUHWDO6HQHUHWDO.  
Leu cin a , foco de in teres s e des te p rojeto e s eu  der iva do KIC, redu zem  a  
perm ea b ilida de a os  íon s  K+ em  célu la s  B pa n creá t ica s , com  m a gn itu de idên t ica  
à qu ela  obs erva da  por  glicos e. Porém , o m eca n is m o pelo qu a l leu cin a  e KIC 
es t im u la m  a  s ecreçã o de in s u lin a  a in da  perm a n ece obs cu ro /LHWDO. Em  
n os s o m odelo exper im en ta l foi dem on s tra do qu e a  s ecreçã o de in s u lin a  in du zida  
a gu da m en te por  leu cin a  es tá  p reju d ica da . A s u p lem en ta çã o crôn ica  com  leu cin a  
con fer iu  m elh ora  n o p roces s o de s ecreçã o de in s u lin a  qu a n do s e u t ilizou  es s e 
a gen te in s u lin otróp ico ta n to em  ilh ota s  LPL com o em  NPL )LJ . Qu a n do 
u t iliza m os  a gu da m en te, em  ilh ota s  LP, a rgin in a , u m  a m in oá cido qu e a ge 
p redom in a n tem en te des pola r iza n do a  m em bra n a  celu la r , obs erva m os  d im in u içã o 
n a  s ecreçã o de in s u lin a  em  p res en ça  des s e n u tr ien te ca t iôn ico. Es ta  redu çã o 
pode ocorrer  devido a  a ltera ções  n a  popu la çã o de ca n a is  da  m em bra n a  ou  pela  
a t ivida de dos  m es m os , determ in a do pelo poten cia l de m em bra n a , vide )LJH
. Qu a n do s e s u p lem en ta  com  leu cin a , obs erva m os  a u m en to n a  s ecreçã o de 
in s u lin a  em  a m bos  os  gru pos , NLP e LPL e a in da  corr igin do a  deficiên cia  
s ecretór ia  a p res en ta da  pelo gru po LP, fren te a  es tes  es t ím u los . Aqu i ob t ivem os  
a u m en to de s ecreçã o de in s u lin a  s em elh a n te a o es t ím u lo com  glicos e, porém  por  
m eca n is m o d is t in to des ta  h exos e, fa vorecen do a s s im  a  h ipótes e de qu e a  a t iva çã o 
da  GDH pode ter  u m a  a çã o p r im ord ia l n es te m odelo de s u p lem en ta çã o.  
Nós  u t iliza m os  em  ilh ota s  o á cido a m in ooxia cét ico (AOA), ver ificou -s e qu e 
es te á cido foi ca pa z de in ib ir  a  s ecreçã o de in s u lin a  in du zida  por  glicos e n os  
qu a tro gru pos  es tu da dos . AOA foi u s a do pa ra  tes ta r  o pa pel da  t ra n s a m in a çã o n a  
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glu ta m in ólis e. Es te á cido m a rca da m en te in ibe a  es t im u la çã o qu e o KIC exerce n a  
[Ca 2+]i  e d im in u i a  s ecreçã o de in s u lin a  de ilh ota s  is ola da s  0DODLVVHHWDO
=KL\RQJHW DO. O b loqu eio da  t ra n s a m in a çã o pelo AOA em  pres en ça  de 
glicos e, e con s eqü en te redu çã o da  s ecreçã o de in s u lin a  em  todos  os  gru pos  
es tu da dos , fa vorecem  a  h ipótes e de qu e a  via  de a çã o da  leu cin a  pode s er  
p redom in a n tem en te pela  a t iva çã o da  GDH. 
 O b loqu eio da  t ra n s a m in a çã o pelo AOA m a n tém  a t iva da  a  con vers ã o de 
glu ta m a to a  α-cetoglu ta ra to e es te p roporcion a  s u bs tra to pa ra  o ciclo de Krebs  
p rom oven do a u m en to da  ATP/ ADP. A im portâ n cia  des ta  via  pode s er  
ca ra cter iza da  porqu e o percen tu a l de redu çã o é o m es m o em  ilh ota s  con trole 
qu a n do com pa ra da  a os  gru pos  des n u tr idos  e s u p lem en ta dos . Com o o es t im u lo 
u t iliza do foi glicos e e es ta  p rom ove a u m en to do GTP e con s eqü en te d im in u içã o do 
ADP, is to leva r ia  a  u m a  in ib içã o da  GDH. Em  n os s o m odelo o t ra ta m en to com  
leu cin a  in du z u m a  m a rca n te redu çã o do m eta bolis m o des ta  h exos e )LJ  
pes a n do pa ra  m en or  m odu la çã o da  GDH pela  glicos e, fa vorecen do m a ior  a t iva çã o 
da  en zim a  n a s  ilh ota s  pelo t ra ta m en to crôn ico com  leu cin a . En treta n to em  
p res en ça  de es t im u lo a gu do com  glicos e, o AOA foi poten te em  in ib ir  a  s ecreçã o 
de in s u lin a  em  todos  os  gru pos .  
Com o AOA é u m  poten te b loqu ea dor  da  t ra n s a m in a s e e glicos e u m  for te 
in ib idor  da  GDH exp lica m  a  m a rca n te redu çã o de in s u lin a  a p res en ta da  em  todos  
os  gru pos  es tu da dos . Nova m en te podem os  s u ger ir  qu e leu cin a  deve, 
p redom in a n tem en te, u t iliza r  a  a t iva çã o a los tér ica  da  GDH, n a  qu a l a  glu ta m in a  
s e t ra n s form a  em  glu ta m a to em  α-cetoglu ta ra to e es te, por  s u a  vez, en tra  n o ciclo 
de Krebs  e p rodu çã o de ATP gera n do s in a is  m eta bólicos , os  qu a is  cu lm in a m  com  
a  s ecreçã o de in s u lin a  ;X HW DO .  Es tu dos  recen tes  in d ica ra m  qu e a  
qu a n t ida de de glu ta m a to p res en te n a s  ilh ota s  pa n creá t ica s  es tá  n a  ordem  de 210  
pm ol/ ilh ota , ou  s eja , a s  ilh ota s  podem  fica r  de 3  a  4  h ora s  u t iliza n do glu ta m a to 
com o com bu s t ível m itocon dria l 0DF'RQDOGHWDO.  
Até o m om en to des ta ca m os  o pa pel de a  leu cin a  a gir  com o s ecreta gogo de 
in s u lin a , porém  pode ta m bém  exercer  a  fu n çã o de n u tr ien te qu e regu la  a  s ín tes e 
p rotéica  em  a d ipócitos  e ou tros  tecidos , a tu a n do por  m eca n is m os  qu e s ã o 
in depen den tes  da  in s u lin a , ou  em  a s s ocia çã o com  a  m es m a  /\QFKHWDO
0HLMHU	'XEEHOKXLV
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In s u lin a  e a m in oá cidos  dem on s tra m  exercer  s eu s  efeitos  a t ra vés  da  
fos for ila çã o de elem en tos  regu la dores  da  t ra du çã o via  a t iva çã o da  PHAS-I e S6K-1  
a tra vés  da  a t iva çã o pela  m TOR. A p roteín a  m TOR fos for ila  a  S6K-1  qu e, por  s u a  
vez, fos for ila  a  p roteín a  r ibos s om a l S6 , a  qu a l es tá  correla cion a da  com  m RNAs  
qu e cod ifica m  p roteín a s  r ibos s om a is  e fa tores  de elon ga çã o t ra du cion a is  e  
con s eqü en tem en te, a u m en to da  s ín tes e p rotéica  em  d iferen tes  tecidos  ;XHWDO
. É  de con h ecim en to gera l qu e a  des n u tr içã o pode es ta r  rela cion a da  com  a  
d im in u içã o da  m a s s a  da  célu la  B, es ta  a ltera çã o é u m  dos  m ú lt ip los  fa tores  qu e 
oca s ion a m  a  d im in u içã o da  s ecreçã o de in s u lin a  em  ilh ota s  de a n im a is  LP 
/DWRUUDFD HW DO  Tra ba lh os  recen tes  dem on s tra ra m  qu e ca m u n don gos  
Kn ockou t  da  S6K-1  a p res en ta ra m  redu çã o da  m a s s a  de célu la s  B, com  
con s eqü en te d im in u içã o dos  n íveis  de in s u lin a . 3HQGHHWDO. Es s e da do 
da  litera tu ra  é de fu n da m en ta l im portâ n cia , u m a  vez qu e n os s os  res u lta dos  
revela ra m  u m a  d im in u içã o n a  expres s ã o gên ica  e p rotéica  da  S6K-1  ILJ$H
%o qu e poder ia  ju s t ifica r  em  pa r te a  redu çã o da  s ecreçã o de in s u lin a  em  ilh ota s  
de a n im a is  LP. Exis te a lgu m a  rela çã o en tre a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  e 
a t iva çã o de via s  de cres cim en to em  ilh ota s  de La n gerh a n s ?  

6XSOHPHQWDomRFRP/HXFLQDH$OWHUDo}HV)LVLROyJLFDV
 
Com  o in tu ito de es cla recer  es ta  pergu n ta , ver ifica m os  n a  litera tu ra  
evidên cia s  de qu e a s  via s  de s in a liza çã o exercida s  por  a m in oá cidos , com o 
dem on s tra do em  ilh ota s  de La n gerh a n s , têm  gra n de im portâ n cia  fis iológica . As  
via s  de s in a liza çã o exercida s  por  a m in oá cidos , em  m ú s cu lo e fíga do, es tã o 
redu zida s  com  a  ida de, p rova velm en te por  u m a  d im in u içã o n a  a fin ida de 
m eta bólica  pa ra  leu cin a  fa vorecen do a  perda  de p roteín a  do orga n is m o com  o 
en velh ecim en to 'DUGHYHWHWDOO efeito de a m in oá cidos  em  m odu la r  o 
m eta bolis m o da  glicos e, n es te ca s o, n ã o é m u ito cla ro. ,Q YLYR, o a u m en to da  
con cen tra çã o de a m in oá cidos  n a  veia  por ta  du ra n te o per íodo de t ra n s içã o jeju m -
a lim en ta do é s u ficien te pa ra  a u m en ta r  o volu m e da s  célu la s  do fíga do e es t im u la r  
s ín tes e de glicogên io0HLMHU
Leu cin a , em  pa r t icu la r , es t im u la  a u m en to do t ra n s porte de glicos e em  m ú s cu lo 
is ola do de ra tos  por  u m a  via  depen den te da  PI3k , m eca n is m o in depen den te da  
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ra pa m icin a  1LVKLWDQLHWDO. Am in oá cidos  n ã o s ã o s om en te im porta n tes  
m eta bólitos  in term ed iá r ios , m a s  ta m bém  podem  a gir  com o m olécu la s  
s in a liza dora s  com  u m  efeito in s u lin a -like. Os  m eca n is m os  en volvidos  in clu em  a  
via  de s in a liza çã o depen den te da  m TOR e, ta m bém , a  h a b ilida de de a lgu n s  
a m in oá cidos  em  a u m en ta r  o volu m e celu la r . Além  d is s o, em  célu la s  B os  
a m in oá cidos  podem  es t im u la r  de m a n eira  in d ireta  )LJH e d ireta m en te 
)LJ a  p rodu çã o e a  s ecreçã o de in s u lin a  e com  is to a u m en ta r  a s  
p ropr ieda des  a n a bólica s  celu la res . 
Em  a n im a is  LP, ta n to LQ YLYR com o LQ YLWUR a p res en ta m  u m a  in ca pa cida de de 
s ecreta r  in s u lin a  fren te a  u m a  ca rga  de glicos e &KHULIHWDO)HUUHLUDHW
DO'HOJXLQJDUR$XJXVWRHWDO. Es te a n im a is  tem  qu e n orm a liza r  
s u a  glicem ia  a t ra vés  do a u m en to da  s en s ib ilida de per ifér ica  a o h orm ôn io in s u lin a  
e, por ta n to, a u m en to da  a t ivida de do IR e IRS1  em  des ta qu e em  fíga do e m ú s cu lo 
ILJHAtra vés  des ta s  ca ra cter ís t ica s  a p res en ta m  u m a  ca pa cida de de 
redu zir  a  glicos e p la s m á t ica  do qu e os  a n im a is  NP ou  NPL, com o podem os  
obs erva r  n a  7DE, En tã o pa ra  qu e a  h om eos ta s e de glicos e s eja  m a n t ida  n es te 
gru po de a n im a is  em  fu n çã o da  ba ixa  ca pa cida de s ecretór ia , eles  têm  qu e 
m odu la r  s u a  s en s ib ilida de per ifér ica  a o h orm ôn io in s u lin a . 
Qu a n do os  a n im a is  s ã o t ra ta dos  com  leu cin a  obs erva m os  u m a  m u da n ça  
n o com porta m en to dos  n íveis  ba s a is  de in s u lin a . Es te a m in oá cido p rom ove u m  
a u m en to dos  va lores  ba s a is  de in s u lin a  n os  dois  gru pos  de a n im a is  (NPL e LPL) 
qu a n do com pa ra do com  os  gru pos  NP e LP. Is to em  pa r te s e deve a o efeito 
in s u lin otróp ico des te a m in oá cido, com o d is cu t ido a n ter iorm en te. 
 Nos  a n im a is  NPL com o os  LPL, os  n íveis  ba s a is  de in s u lin a  já  s er ia m  
s u ficien tes  pa ra  res ta belecer  os  n íveis  glicêm icos  a pós  a  ca rga  de glicos e, s en do 
a s s im , o pâ n crea s  en dócr in o n ã o n eces s ita r ia  s ecreta r  m a is  in s u lin a  pa ra  
p rom over  a  h om eos ta s e des ta  h exos e. Porém , os  a n im a is  NP pos s u em  u m a  
ca pa cida de a d icion a l em  p rom over  a u m en to da  s ecreçã o de in s u lin a  qu a n do es tes  
es tã o d ia n te de a gen tes  in s u lin otróp icos  qu e exigem  a  pa r t icipa çã o de toda  
m a qu in a r ia  en zim á t ica  celu la r  en volvida  n o p roces s o de s ecreçã o des te h orm ôn io. 
Es ta  ca ra cter ís t ica  con fere a os  a n im a is  NPL u m a  ca pa cida de de es t im u la r  a  
s ecreçã o de in s u lin a  em  rela çã o a o con trole, a pós  u m a  ca rga  de glicos e. J á  os  LPL 
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es tã o com  o m eca n is m o de s ecreçã o em  n ível p róxim o de s eu  lim ite s ecretór io 
p rom ovido pela  a dm in is t ra çã o d iá r ia  de leu cin a .  
Es te fa to p rodu z u m a  qu eda  rá p ida  da  glicos e p la s m á t ica e p rom ove u m  
con trole da  glicem ia  de m a n eira  d is t in ta  a o qu e ocorre n os  a n im a is  NP e NPL. 
Pa ra  qu e es te m en or  n ível de in s u lin a  s eja  ca pa z de redu zir  a  glicos e p la s m á t ica  
de m a n eira  m a is  rá p ida , exis te a  n eces s ida de de qu e a u m en te a  a t ivida de dos  
elem en tos  qu e com põe a  ca s ca ta  de s in a liza çã o des te h orm ôn io em  d iferen tes  
tecidos  *UHLZHHWDO com o com prova do n a s  ILJVH  
Ou tro fa to qu e des ta ca m os  é qu e a  s u p lem en ta çã o, a lém  de a u m en ta r  a  in s u lin a  
ba s a l, pode fa vorecer  qu e a  in s u lin a  s eja  des a t iva da  m a is  p recocem en te n os  
tecidos -a lvo, pa ra  evita r  u m  pos s ível pa pel p roteolít ico p rodu zido pela  
a dm in is t ra çã o de a m in oá cidos  is ola dos , bem  com o, pela  p res en ça  de n íveis  a ltos  
de in s u lin a  em  orga n is m os  qu e pa s s a ra m  por  ca rên cia  p rotéica  em  determ in a dos  
m om en tos  de s eu  des en volvim en to .DGRZDNL 	 .DQD]DZD  Es ta  
ca ra cter ís t ica  em  a s s ocia çã o com  a  in ca pa cida de de s ecreta r  in s u lin a  qu a n do 
com pa ra da  a o NP fren te à  glicos e )HUUHLUD HW DOH pode s er  u m  
fa tor  de p reju ízo pa ra  es tes  a n im a is  du ra n te s eu  p roces s o de en velh ecim en to, 
poden do com  is to gera r  pos s íveis  p rob lem a s  m eta bólicos , com o já  dem on s tra m os , 
em  es tu dos  a n ter iores , redu çã o de PKC, PKA, IR, IRS-1 , m TOR e S6K-1   em  
ilh ota s  de La n gerh a n s . Es ta s  a ltera ções  es tã o a com pa n h a da s  de  p reju ízo do 
p roces s o de s ecreçã o de in s u lin a  e n o con trole a u tócr in o e pa rá cr in o, cu lm in a n do 
com  a  ba ixa  res pos ta  a  d iferen tes  a gen tes  in s u lin otróp icos  $UD~MRHWDO
)HUUHLUDHWDOH)LOLSXWWLHWDO. Dia n te d is s o a  a dm in is t ra çã o 
de leu cin a  é ben éfica  pa ra  a n im a is  LP, porém  o tem po, bem  com o a s  
con cen tra ções  a  s erem  u t iliza da s  s ã o pa râ m etros  fu n da m en ta is  pa ra  u m  con trole 
fin o da  h om eos ta s e glicêm ica .    

²6XSOHPHQWDomRFRP/HXFLQDH9LDVGH6LQDOL]DomRHP,OKRWDV
 
Leu cin a , em  pa r t icu la r , es t im u la  a u m en to do t ra n s porte de glicos e em  m ú s cu lo 
is ola do de ra tos  por  u m a  via  depen den te da  PI3k , m eca n is m o in depen den te da  
ra pa m icin a  1LVKLWDQL HW DO . Além  de im porta n tes  m eta bólitos  
in term ed iá r ios , os  a m in oá cidos  a gem  com o m olécu la s  s in a liza dora s  com  u m  
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efeito in s u lin a -like. Os  m eca n is m os  en volvidos  in clu em  a  via  de s in a liza çã o 
depen den te da  m TOR. Além  d is s o, em  célu la s  B os  a m in oá cidos  podem  es t im u la r  
a  p rodu çã o de in s u lin a  a u m en ta n do a s  p roprieda des  a n a bólica s  celu la res . 
A des n u tr içã o p rotéica  es tá  a s s ocia da  à  redu çã o n a  s ecreçã o de in s u lin a  pela s  
célu la s  B pa n creá t ica s  e a ltera çã o n a  s en s ib ilida de a  es s e h orm ôn io em  tecidos  
per ifér icos  qu e s ã o, em  gera l, con tra ba la n cea dos  por  u m a  h om eos ta s e glicêm ica  
5HLV HW DO . Hu m a n os  e m odelos  a n im a is , qu e fora m  a lim en ta dos  com  
d ieta  h ipoprotéica  por  u m  per íodo p rolon ga do podem  des en volver  u m  
des equ ilíb r io glicêm ico leva n do a o d ia betes  ou  a  in tolerâ n cia  à  glicos e +DOHVH
%DUNHU Es tu dos  p révios  de n os s o gru po dem on s tra ra m  qu e o t ra ta m en to 
LQ YLWUR de ilh ota s  pa n creá t ica s  de ra tos  con trole, on de s e a d icion ou  u m  
oligon u cleot ídeo a n t is en s e d irecion a do con tra  a  expres s ã o de m RNA de IRS-1 , 
p rom oveu  u m  a u m en to s ign ifica n te n a  s ecreçã o de in s u lin a  in du zida  por  glicos e 
$UD~MRHWDO  
Com  ba s e n es s es  da dos , a va lia m os  a  expres s ã o p rotéica  do IR n a s  ilh ota s  dos  
ra tos  dos  qu a tro gru pos  a n im a is  NP, NPL, LP e LPL )LJ e obs erva m os  qu e 
h ou ve a u m en to n a  expres s ã o des s a  p roteín a  em  ilh ota s  de a n im a is  LP, devido a  
res t r içã o p rotéica  a  qu e fora m  s u bm etidos . Porém , qu a n do es s es  a n im a is  fora m  
s u p lem en ta dos  (LPL) h ou ve u m a  d im in u içã o, s ign ifica t iva , des s a  p roteín a  em  
va lores  s em elh a n tes  a os  da s  ilh ota s  p roven ien te a os  a n im a is  NP e NPL. 
Prova velm en te, is s o deve, em  pa r te, a o a u m en to da  in s u lin em ia  or iu n da  da  
s u p lem en ta çã o com  leu cin a  7DE,e ta m bém  da  gera çã o de s in a is  m eta bólicos  
p rodu zidos  pela  leu cin a  n o citos ol da s  célu la s  da  ilh ota . Segu in do es s a  m es m a  
lin h a  de in ves t iga çã o, obs erva m os  ta m bém  qu e a  qu a n t ida de p rotéica  do IRS-1  s e 
a p res en tou  redu zida  em  LP e LPL )LJ  Em  fu n çã o do a u m en to da  
qu a n t ida de p rotéica  do IR in du zido pela  des n u tr içã o, os  n íveis  de IRS1  s e 
m a n t ivera m  redu zido. J á  a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  pa rece n ã o exercer  
in terferên cia  n o con teú do p rotéico n os  dois  gru pos  em  es tu do LPL e NPL. Res ta  
a in da  es pecu la r  u m  pos s ível efeito da  leu cin a  em  m odu la r  a  a t ivida de ta n to do IR 
com o do IRS1 , a  exem plo qu e ocorreu  em  m ú s cu lo e fíga do.  
Por  ou tro la do, n os  res ta  a in da  lem bra r  qu e, a  popu la çã o de IR e IRS-1  n os  
d iferen tes  t ipos  celu la res  da  ilh ota  $UD~MRHWDO é d iferen te e pode s ofrer  
m odu la çã o d is t in ta  ta n to da  qu a n t ida de com o de s u a  a t ivida de in flu en cia n do o 
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con trole pa rá cr in o e a u tócr in o da  ilh ota s . Recen tem en te $UD~MR HW DO  
t ra ta ra m  a s  ilh ota s  pa n creá t ica s  de ra tos  des n u tr idos  com  in s u lin a  exógen a  e 
obs erva ra m  u m  a u m en to da  a t ivida de da  PI3K a s s ocia da  a o IRS-1  e IRS-2 . Por  
ou tro la do, em bora  a  expres s ã o do IRS-1  es teja  con s idera velm en te d im in u ída  em  
ilh ota s  de a n im a is  LP, es s a s  célu la s  res pon dem  com  a u m en to da  s in a liza çã o 
m olecu la r  in du zida  por  in s u lin a . Res u lta dos  s im ila res  fora m  des cr itos  em  
m odelos  a n im a is  de res is tên cia  à  in s u lin a  e, a pa ren tem en te, a  in du çã o da  
fos for ila çã o em  t iros in a  dos  s u bs tra tos  do IR, pela  in s u lin a , reflete com  m a ior  
p ropr ieda de a  a t iva çã o des s a  via  pa r t icu la r  do qu e u m a  s im ples  m ed ida  da  
expres s ã o p rotéica  es pecífica  .DKQ	6DDG%H]HUUDHWDO%HUWHOOL
HWDO
Segu in do n es te m es m o ra ciocín io n ós  en con tra m os  a pós  s u p lem en ta çã o com  
leu cin a  a u m en to da  expres s ã o gên ica , p rotéica  e da  a t ivida de da  en zim a  PI3K em  
ilh ota s  de a n im a is  NPL e LPL )LJ$%H&. Em  m ú s cu lo leu cin a  é ca pa z de 
in du zir  s ín tes e p rotéica  ta n to em  ra tos  joven s  com o velh os , a t ra vés  da  in du çã o do 
a u m en to fa tor  t ra n s cr icion a l 4E-BP1 . Es te a u m en to foi depen den te da  eleva çã o 
dos  n íveis  p la s m á t icos  de in s u lin a  in du zidos  pela  s u p lem en ta çã o pela  leu cin a 
es ta  via  é depen den te da  PI3K, m TOR e S6K-1  $QWKRQ\HWDO'DUGHYHW
HWDO A exem plo do qu e ocorre em  m ú s cu lo de a n im a is  s u p lem en ta dos , 
n ós  en con tra m os  a u m en to da  expres s ã o gên ica  e p rotéica  da  m Tor e da  S6K-1  e 
a u m en to da  expres s ã o gên ica  da  PHAS–I, em  ilh ota s  de LPL, fica n do in a ltera dos  
em  ilh ota s  p roven ien tes  de NPL. O con ju n to dos  da dos  en con tra dos  s u gere qu e a  
leu cin a  a t ra vés  da  via  de s in a liza çã o da  PI3K, es teja  in du zin do a u m en to de 
expres s ã o de p roteín a  rela cion a da  a o m eca n is m o de s ecreçã o de in s u lin a . 
Fa vorá vel a  es ta  h ipótes e es tá  a  d is pos içã o elet roforét ica  da s  p roteín a s  s olú veis  
citop la s m á t ica s  )LJ, o con teú do e a  s ecreçã o de in s u lin a  m os tra da  n a  7DE
,, a  libera çã o de in s u lin a  qu a n do o es t ím u lo foi glicos e, leu cin a , a rgin in a  e AOA 
)LJH. 
O a u m en to da  expres s ã o gên ica , p rotéica  e da  a t ivida de da  PI3K é u m  in d ica t ivo 
de qu e a  s u p lem en ta çã o e em  es pecia l a  leu cin a  s eja  o res pon s á vel em  m odu la r  a  
a t ivida de da  via , pois  obs erva m os  a u m en to de s ecreçã o ta n to em  NPL com o em  
ilh ota s  LPL, porém  s om en te a u m en to da  expres s ã o p rotéica  da  S6K-1  em  ilh ota s  
LPL. Es ta  in form a çã o correla cion a  com  a ch a dos  a n ter iores  on de dem on s tra m os  
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redu çã o de PKC, PKA, IR, IRS1 , m TOR e S6K-1  em  ilh ota s  de La n gerh a n s   e es ta s  
a ltera çã o  es tã o a com pa n h a da s  de  p reju ízo do p roces s o de s ecreçã o cu lm in a n do 
com  a  ba ixa  res pos ta  a  d iferen tes  a gen tes  in s u lin otróp icos  $UD~MRHWDO
)HUUHLUD HW DO  H  )LOLSXWWL HW DO . Por  ú lt im o, exis tem  
evidên cia s  de qu e a  PI3K es tá  en volvida  com  o m ovim en to de cá lcio em  célu la s  B 
de ca m u n don gos  e em  lin h a gem  de célu la s  βTC3 $VSLQZDOO HW DO , 
pos s ivelm en te libera n do cá lcio do ret ícu lo en dop la s m á t ico, s en do es s e efeito 
m ed ia do pelo IRS-1 . Além  d is s o, ta m bém  en con trou -s e da dos  n a  litera tu ra  qu e 
rela cion a  a  PI3K com  a  m ob iliza çã o dos  ca n a is  de cá lcio volta gem -depen den tes  
pa ra  a  m em bra n a  celu la r  em  lin h a gem  de célu la s  t ra n s fecta da s  com  a s  
s u bu n ida des  ca ta lít ica s  des s a  en zim a , expres s a n do PI3Kγ 9LDUGHWDO.   
Em  n os s o es tu do ver ifica m os  qu e a  s u p lem en ta çã o com  leu cin a  p rom oveu  
a u m en to da  expres s ã o gên ica , p rotéica  e da  a t ivida de da  PI3K em  ilh ota s  LPL e 
NPL, porém  m a n teve in a ltera do os  n íveis  p rotéicos  de IRS-1 . Ta m bém  obs erva m os  
a u m en to do m ovim en to de cá lcio )LJ n os  gru pos  s u bm etidos  a o t ra ta m en to 
com  leu cin a  com  m a ior  libera çã o de in s u lin a . Diferen te dos  res u lta dos  
en con tra dos  por  $VSLQZDOOHWDOn ós  obs erva m os  a u m en to da  qu a n t ida de 
p rotéica  e da  a t ivida de da  PI3K, m a s  s em  m u da n ça s  n a s  con cen tra ções  p rotéica s  
de IRS-1  )LJ. Con tu do, obs ervou -s e a u m en to da s  os cila ções  de cá lcio n es s es  
gru pos . Es tes  a ch a dos  s in a liza m  pa ra  a  h ipótes e de qu e os  s in a is  m eta bólicos  
gera dos  pela  leu cin a  deva m  produ zir  s eu s  efeitos  em  pa r te via  PI3K e es ta , por  
s u a  vez, deve pa r t icipa r  do rea rra n jo da  con cen tra çã o citos ólica  dos  íon s  cá lcio, 
p r in cipa lm en te em  ilh ota s  LPL. Su gere, a in da , qu e es s e efeito n ã o é m ed ia do por  
IRS-1 , u m a  vez qu e n ã o obs erva m os  m u da n ça s  em  s eu  con teú do p rotéico, a pós  o 
t ra ta m en to com  leu cin a .  
 

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O con ju n to dos  res u lta dos  en con tra do n es te t ra ba lh o, a pós  s u p lem en ta çã o 
com  leu cin a , s in a liza  pa ra  u m a  m odu la çã o da  s en s ib ilida de dos  tecidos  
per ifér icos , com o fíga do e m ú s cu lo, de m a n eira  tecido es pecífica . Is to con fere u m a  
regu la çã o da  h om eos ta s e glicêm ica  de m a n eira  d is t in ta  en tre a n im a is  NPL e LPL. 
Des ta ca -s e a qu i o pa pel exercido por  s in a is  gera dos  pela  leu cin a  regu la n do a  
a t ivida de ta n to do IR com o IRS-1 . 
No pâ n crea s  en dócr in o obs erva -s e a u m en to da  libera çã o de in s u lin a  em  
ilh ota s  em  NPL e recu pera çã o da  ca pa cida de s ecretór ia  da s  ilh ota s  LPL. Es tes  
a ch a dos  d irecion a m  pa ra  qu e os  s in a is  m eta bólicos  p rodu zidos  pela  leu cin a  
deva m  prom over  s eu s  efeitos , via  dois  s en s ores  a  GDH qu e em  pa r te con trola  a  
glu ta m in ólis e e por  ou tro la do es tá  a  PI3K qu e deve exercer  s eu  pa pel a t iva n do 
via s  en volvida  com  a  s ín tes e p rotéica , a t ra vés  da  m TOR e u m a  pos s ível a çã o, 
des s a  en zim a  n a  m ob iliza çã o de cá lcio dos  es toqu es  in t ra celu la res . Es tes  dois  
s en s ores  devem  a tu a r  s in ergica m en te pa r t icipa n do a in da  do rea rra n jo da  
con cen tra çã o citos ólica  dos  íon s  cá lcio, p r in cipa lm en te em  ilh ota s  LPL, com  
a m plifica çã o de s u a  ca pa cida de s ecretór ia .   
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